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RESUMO

Os glicocorticoides (GC) sdo usados durante a gestacdo para prevenir a sindrome do
desconforto respiratério e melhorar a viabilidade de neonatos de maes que apresentam
risco de parto prematuro. Contudo, a exposicao ao GC sintético dexametasona (DEX)
durante a gestagao tem sido associada com uma programagao fetal que pode levar a
doencgas metabolicas e distirbios psiquidtricos na idade adulta. A vitamina D (VD) ¢
necessaria para o desenvolvimento de varios Orgdos, mas também estd associada a
melhora na homeostase glicémica e atua com um agente neuro protetor. O objetivo desse
estudo foi investigar um possivel efeito protetor da administragao gestacional com VD
sobre pardmetros metabdlicos e comportamentais de ratos machos e fémeas submetidos
a programac¢do fetal induzida pela DEX. Ratas Wistar prenhes receberam DEX
(0.1mg/kg, DEX) na 4gua de beber diariamente entre o 14° e 19° dia de gestacao.
Adicionalmente, um grupo de gestantes recebeu administragio com VD (500UI, VD)
dissolvida em 6leo de girassol, diariamente durante toda a gestacdo. As proles masculina
e feminina foram divididas randomicamente em quatro grupos (n=7-10/grupo): CTL,
DEX, VD e DVD (DEX + VD). As proles foram estudadas no 3°, 6° e 12° més pds-natal.
Os resultados mostraram que a exposi¢ao pré-natal a DEX causou distirbios metabolicos
de um modo dependente da idade e sexo: apenas os machos desenvolveram resisténcia a
insulina, acumulo de lipidios hepaticos e expansao na massa de células beta pancreaticas.
Além disso, demonstramos que a DEX pré-natal promoveu intolerancia a glicose em
machos e fémeas e que isso pode estar mais associado a fatores relacionados ao processo
de envelhecimento. No contexto comportamental a DEX também promoveu efeitos
deletérios em machos e fémeas, levando ao aumento do comportamento do tipo ansioso,
contudo sem prejuizos na memoria de trabalho. Nesse contexto, a administragdo
gestacional com VD foi capaz de proteger contra as alteragdes metabodlicas e
comportamentais induzidas pela programacao fetal. Especificamente, a VD impediu o
desenvolvimento de resisténcia a insulina, evitou o acimulo de lipidios hepaticos e a
expansdo na massa de células beta em machos, além de evitar o comportamento do tipo
ansioso em machos e fémeas submetidos a DEX pré-natal. Em conclusdo, a administragao
gestacional com VD pode contribuir como um agente protetor contra os efeitos adversos
no metabolismo e comportamento causados pela administragdo pré-natal de DEX. Apoio

financeiro: CNPq e CAPES.
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insulina, ansiedade.

ABSTRACT

Glucocorticoids have been used in pregnancy to prevent respiratory syndrome and
improve the viability of newborns from women presenting the risk of preterm delivery.
However, overexposure to the synthetic GC dexamethasone (DEX) during pregnancy has
been related to fetal programming that can lead to metabolic and psychiatric diseases
during adulthood. Vitamin D (VD) is needed for the development of many organs and
contributes to ameliorate the glucose homeostasis by improving insulin releasing. It also
can act as a protective agent on the central nervous system. This study aimed to
investigate a possible protective role of maternal VD supplementation on metabolic and
behavioral parameters in male and female rats submitted to fetal programming induced
by DEX. Pregnant Wistar rats received DEX (0.1 mg/kg, DEX) in drinking water daily
between the 14™ and 19™ days of pregnancy. In addition, some dams received daily oral
administration of VD (500UL, VD) dissolved in a vehicle during the whole gestation.
Male and female offspring were assigned to four groups (n=7-10/group): CTL, DEX, VD,
and DVD (DEX + VD). The offspring was evaluated at 3, 6 and 12 months of age. Results
showed that prenatal exposure to DEX caused metabolic disruption in an age and sex-
dependent manner: only the male offspring developed insulin resistance, liver lipid
accumulation and pancreatic B-cell mass expansion. Furthermore, we demonstrated that
prenatal DEX led to glucose intolerance in the male and female offspring and this might
be associated with factors related to the aging process. Maternal VD was able to attenuate
the disruptions on metabolic and behavioral parameters. Specifically, it prevented the
insulin resistance, liver lipid accumulation and B-cell mass expansion in the male
offspring prenatally exposed to DEX. Moreover, gestational VD was able to weaken the
anxiety-like behavior in males and females prenatally exposed to DEX. In conclusion,
maternal VD supplementation seems to contribute as a preventive intervention to reduce
adverse metabolic and behavioral effects of prenatal exposure to DEX. Financial support:

CNPq and CAPES.

Keywords: Vitamin D, fetal programming, dexamethasone, glucose, insulin sensitivity,

anxiety.
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1. INTRODUCAO
1.1. Gestacio e glicocorticoides

A gravidez ¢ um processo fisioldgico natural em que ocorrem adaptagdes no corpo
da mulher desde o momento da fertilizagdo. O preparo do organismo para a gestacio
compreende ajustes dos mais variados sistemas, incluindo o sistema nervoso central e
endocrino. A regulacdo precisa da sintese e liberagdo hormonal durante a gestacao ¢
fundamental para o correto desenvolvimento fetal, sendo que qualquer mudanga nos
niveis normais desses hormodnios pode induzir alteracdes tanto a nivel microscopico

quanto macroscopico no feto (Owen et al., 2007).

Eventos adversos durante a gestacao, tais como cuidado materno alterado, estresse
ou administracdo exdgena de glicocorticoides (GC) podem alterar o desenvolvimento do
feto refletindo em alteragdes orgéanicas e comportamentais na prole ao longo da vida (van
Bel e Heijnen, 2009). Naturalmente o feto encontra-se protegido das a¢des dos niveis
elevados de GC durante a gestagdo devido a presenga placentaria da enzima denominada
11 B-hidroxiesteroide desidrogenase 2, responsavel pela inativagdo do cortisol materno.
Porém, os GC sintéticos, como a dexametasona (DEX) ou a betametasona, ligam-se muito
fracamente a essa enzima, fazendo com que os mesmos nao sofram alteragdes ¢ passem
para a circulagdo fetal (Bruschettini ef al., 2006), tornando o feto suscetivel as altera¢des

provocadas pelo excesso de GC.

Os GC, horménios esteroides sintetizados pelo cortex das glandulas adrenais,
predominantemente cortisol em humanos e corticosterona em roedores, possuem efeitos
classicos no metabolismo dos substratos energéticos, carboidratos, lipidios e proteinas,
principalmente no figado e tecido adiposo (Schimmer e Funder, 2011). Além dessa agdo
classica, os GC influenciam também no metabolismo mineral, reduzindo a absorcao
intestinal ¢ aumentando a excre¢do renal de calcio. De fato, o excesso de GC esta
associado ao desenvolvimento de osteoporose e aumento na incidéncia de fraturas 0sseas
por ativar precocemente genes envolvidos na osteoclastogénese e inibir a osteogénese

(Yao et al., 2008).

Os GC, endbdgenos e exdgenos, possuem também agdo anti-inflamatoria e
imunossupressora, agindo por meio da indugdo ou repressao da transcri¢ao génica (Rhen

et al., 2005; Stahn e Buttgereit, 2008), reduzindo as respostas celulares e vasculares do
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processo inflamatorio (Rhen ef al., 2005; Stahn e Buttgereit, 2008), o que tem feito deles
importantes farmacos no controle da resposta inflamatdria exacerbada, vista em diversos
quadros patoldgicos, incluindo o tratamento de pacientes com COVID-19 que necessitam

ventilagdo mecanica (RECOVERY Collaborative Group, 2020).

O eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HHA) regula a producao e liberagao dos
corticosteroides em condigOes basais e sob influéncia de estimulos estressores. O nticleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN) sintetiza e libera o hormodnio liberador de
corticotrofina (CRH) e vassopressina. Esses hormonios estimulam a liberagdo do
hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) pelos corticotropos da pituitaria anterior, que por
sua vez promovem a produgao e liberagdo de cortisol (em humanos) e corticosterona (em

roedores) pelo cortex das glandulas adrenais (Ulrich e Herman, 2009).

A maior parte do cortisol liberado pelas adrenais (90%) circula no plasma ligado
a albumina ou a globulina ligante de corticosteroide (transcortina, SERPINAG6) (Coolens
et al. 1987), enquanto o cortisol remanescente atravessa facilmente a membrana
plasmatica das células e liga-se ao receptor de GC (Glucocorticoid Receptor-GR), um
fator de transcri¢dao ativado pelo ligante. Os GC possuem amplos efeitos nos sistemas
nervoso, cardiovascular, imune, respiratorio, reprodutivo e tegumentar, [para revisao ver

(Sapolsky et al., 2000; Kadmiel e Cidlowski 2013; Sacta ef al., 2016)].

Devido ao amplo efeito ocasionado pela ativagdo dos receptores de
glicocorticoides (GR), sintéticos como DEX, prednisona, hidrocortisona e budesonida sdo
frequentemente prescritos para o tratamento de patalogias como psoriase, eczema,
inflamacdes (Kadmiel e Cidlowski, 2013) e leucemias (Lin e Wang, 2016), sendo
também, indicados para a imunossupressao apoOs transplantes de o6rgaos (Coutinho e
Chapman, 2011). Contudo, pela alta afinidade aos GR, os GC sintéticos mimetizam um
efeito de exposicdo em longo prazo a altos niveis de GC, resultando em severos efeitos
colaterais como hipertensao, diabetes mellitus, glaucoma e osteoporose (Schicke et al.,

2002).

Apesar de todas as a¢des supracitadas, os GC sdo criticamente necessarios para o
desenvolvimento fetal. Em muitas espécies de mamiferos ocorre um pico na secrecao de
GC na circulagdo durante o final da gestagdo, o qual é necessario para maturacdo normal
dos pulmdes, promovendo a producdo do surfactante pulmonar. Contudo, o pico de GC

também ¢ fundamental para o desenvolvimento de outros 6rgdos e sistemas como a
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tireoide, rins, cérebro e hipofise (Fowden e Forhead, 1998), sendo essencial que esse pico
ocorra durante o estidgio preciso da maturacdo, do contrario, a trajetéria no
desenvolvimento pode ser alterada. O excesso de GC durante a gesta¢ao ou ainda durante
estagios incorretos da maturacao leva a alteragdes no desenvolvimento, resultando em
fungdes fisioldgicas alteradas e, em algumas situagdes, patologias (Matthews, 2000;

Kapoor, Petropoulos ¢ Matthews, 2008).
1.2. Efeitos Neurais

A exposicao pré-natal a excesso de GC altera o desenvolvimento de fungdes
cardiovasculares, metabolicas, reprodutivas e neuroldgicas de muitas espécies de
mamiferos, incluindo humanos (Chapman, Holmes e Seckl, 2013; Braun et al., 2013),
além de inibir o crescimento fetal (Fowden e Forhead, 1998) e diminuir a expressdo de
fatores de crescimentos semelhantes a insulina (IGFs) (Gatford, 2008). Além disso, a
exposi¢do pré-natal a GC ndo so altera o desenvolvimento e subsequente func¢do do eixo
HHA ao longo da vida (Diaz et al., 1998), mas também causa alteragdes centrais como
sensibilidade a dopamina e da atividade serotonérgica (Slotkin e al., 2006) . Estas acdes
criam um elo entre as experiéncias do inicio da vida e o desenvolvimento de doencas
cronicas mais tardiamente (Reynolds, 2013) como sindrome metabolica e diversos
transtornos psiquiatricos (Harris e Seckl, 2011; Santos e Joles, 2012; Barella, Estringer e

Wadhwa, 2013; de Oliveira e Mathias, 2014;).

A hipercortisolemia aumenta a suscetibilidade a varias doengas, inclusive a
depressdao (Di Dalmazi et al., 2012). No cérebro, o excesso de GC causa declinio
cognitivo, associado com degeneracao de neurdnios do hipocampo, atrofia dendritica e
perda sinaptica (Popoli et al., 2012; Hunter et al., 2012), além de prejudicar a neurogénese

no sistema limbico, o que pode ser umas das causas da depressdo (Banasr et al., 2011)

Ratos e camundongos expostos a GC no periodo pré-natal mostram aumento na
laténcia para encontrar a plataforma oculta no labirinto aquatico de Motris, um teste para
aprendizagem espacial e memoria (Noorlander et al. 2008; Hauser, Feldon e Pryce, 2009).
Em camundongos, a exposicdo pré-natal a GC também estd associada a reducdo na
proliferacdo de neurdnios no giro denteado, um sub-regidao do hipocampo onde ocorre a
neurogénese no adulto, e ao aumento d apoptose no hipocampo de ratos (Noorlander et
al. 2008 e Zuloaga, 2012). Adicionalmente, pesquisas com ratos também mostram

aumento nos comportamentos do tipo depressivo e do tipo ansioso em ratos juvenis e
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adultos submetidos ao tratamento pré-natal com GC (Nagano, Ozawa e Suzuki, 2008;

Hauser, Feldon e Pryce, 2009).

Interessantemente, trabalhos com babuinos e porcos da Guiné, mostram aumento
no comportamento do tipo ansioso a exposi¢ao pré-natal a GC na prole feminina, resposta
essa ndo vista na prole masculina (Rodriguez et al. 2011 e Owen et al, 2007).
Corroborando esses resultados, Hiroi e colaboradores (2016), avaliaram ansiedade e
depressdo em ratos submetidos ao tratamento pré-natal com DEX e demonstraram que
apenas as fémeas apresentaram comportamento do tipo ansioso e depressivo aumentado,
levando a concluir que fémeas sdo mais suscetiveis as algumas alteracdes

comportamentais induzidas pela exposicao pré-natal aos GC.
1.3. Efeitos Metabdlicos

A exposi¢do aos GC durante o periodo final da gestagdo aumenta a atividade da
enzima hepatica fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK), enzima limitante da
gliconeogénese, o que pode causar alteracdes na homeostase glicémica (Franko et al,
2010). Além disso, Dalziel e colaboradores (2005), demonstraram que a exposi¢do pré-
natal a betametasona em humanos pode resultar em resisténcia a insulina aos 30 anos de
idade. J4 em ratos, administragdo de DEX no periodo pré-natal altera a expressdo génica
relacionada ao desenvolvimento pancreatico e reduz a massa de células B-pancreaticas na
prole 120 dias ap6s o nascimento (Chen ef al. 2016). A exposicao pré-natal aos GC pode
ocasionar ainda a elevagdao permanente da glicemia da prole na fase adulta, reducdo do
“pool” de células B- pancreaticas e restricdo do crescimento fetal (Lindsay ef al. 1996a,
Nyirenda et al. 1998). Estes efeitos estdo relacionados com hiperinsulinemia e aumento
na expressao de mRNA e atividade da enzima hepatica PEPCK (Nyirenda et al. 1998),
sugerindo que o aumento na producdo hepatica de glicose pode contribuir para o aumento
na glicemia. Interessantemente as alteracOes observadas na homeostase glicémica
parecem acontecer, predominantemente, quando o GC ¢ administrado na ultima semana
da gestagdo, sugerindo que esse seja o periodo critico para que ocorra a programacao fetal
pelos GC, levando a elevacao da glicemia na fase adulta (Nyirenda et al. 1998, Pantaledao

et al. 2017; Payolla et al. 2019).
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1.4.Gestacao e vitamina D

A depressao ¢ comumente associada a hiperatividade do eixo HHA induzida por
estimulos estressores, o que acarreta o aumento nos niveis circulantes de GC (Guidotti et
al.,2013). O hipercortisolismo, por sua vez, contribui para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares e osteoporose em resposta ao estresse cronico (Michelson, 2009).
Devido a classica funcao sobre a homeostase do metabolismo do calcio ¢ fosfato, a VD ¢é
frequentemente usada como coadjuvante no tratamento para osteoporose induzida por GC
(Compston, 2010). Além disso, a VD tem sido reconhecida como um hormdnio
pluripotente com agdes neurais capazes de impedir a atrofia neural causada por GC

(Obradovic et al., 2006).

A VD ¢ um secosteroide conhecido classicamente por atuar na homeostase do
calcio e fosfato. O nome “vitamina” tem sido empregado erroneamente, visto que sua
obtencdo dietética corresponde a menos de 5%, cabendo ao organismo a sintese dos
outros 95% (Nandi ef al. 2016). O 7-dehidrocolesterol, precursor da VD, sofre cisdo na
pele por acdo dos raios UVB do sol, convertendo-o em colecalciferol (vitamina D3), que
¢ entdo transportado no plasma associado a proteina ligadora de VD e posteriormente
sofre duas hidroxilagdes promovidas por oxidases de fun¢do mista. A primeira
hidroxilacdo ocorre no figado sob agdo das enzimas CYP27A1 (mitocondrial) e
CYP2R1(microssomal) dando origem ao 25-hidroxicolecalciferol (calcidiol). A segunda
hidroxilag@o ocorre nos tibulos contorcidos proximais dos rins, onde a enzima CYP27B1
hidroxila o calcidiol em 1,25-diidroxicolecalciferol (calcitriol) que ¢ a molécula

metabolicamente ativa e com agdes hormonais.

As agoes biologicas da VD sdo mediadas pelo seu receptor (VDR, vitamin D
receptor), um fator de transcricdo que pertence a familia de receptores hormonais
nucleares 1. O VDR ¢ expresso em praticamente todos os tecidos humanos e participa,
direta ou indiretamente, de modulagdo de cerca de 900 genes (3% do genoma humano)
(Bouillon et al. 2008). Poucas células ndo apresentam VDR, entre elas, as hemacias e
algumas células do sistema nervoso central, como as células de Purkinje e os neurdnios

do setor CH4 do prosencéfalo basal (Bouillon ez al. 2008).

Classicamente a VD atua em trés oOrgdos: intestino, ossos e glandulas
paratireoides. No intestino a VD entra nos enterdcitos € promove aumento na sintese da

calbidina D9K facilitando o transporte de calcio através dos enterocitos,
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consequentemente aumentando a absor¢ao de calcio (Bouillon, 2015). Nos ossos ela
estimula a osteoclastogénese bem como a reabsor¢do Ossea (Bringhurst, Demay e
Kronenberg, 2011). Nas glandulas paratireoides, a deficiéncia de VD estimula a sintese
do paratormoénio, que por sua vez estimula a expressao da CYP27B1 aumentando a

sintese do calcitriol (Premaor et al., 2008).

A VD ¢ bem conhecida pela sua funcao sobre a densidade mineral 6ssea (Holick,
2007), contudo, concentragdes 6timas de VD sdo necessarias para a fungao cerebral pelo
seu papel na sinalizacdo pelo calcio, agdes neurotroficas e neuroprotetoras, além da sua
funcdo na maturacao, diferenciacdo e crescimento neuronal (Groves, McGrath, Burne,

2014).

Estudos recentes mostram a expressao de VDR em diversos tecidos, incluindo
pancreas, coracdo, células do sistema imunoldgico, musculo esquelético, e sistema
nervoso central (Veenstra et al., 1998; Di Rosa et al, 2008; Eyles et al., 2014).
Interessantemente a expressao de VDR também foi demonstrada ao longo de todo eixo
hipotadlamo-hipofise-gonadas (HHG) o que sugere uma influéncia da VD na fun¢do
reprodutiva (Eyles et al., 2003; Wrzosek et al., 2013), incluindo a gestagdo e

desenvolvimento fetal.

A deficiéncia de VD durante a gestacao ¢ definida por niveis séricos menores que
50nmol/L e abrange de 20% a 85% das mulheres, dependendo do pais onde vivem,
estacdo do ano, latitude, entre outros fatores (Dawodu e Wagner, 2007). Isso pode expor
a gestante ao risco aumentado de desenvolver alteracdes metabdlicas como resisténcia a
insulina e diabetes gestacional, podendo evoluir para diabetes do tipo 2 (Joham et al.,
2016) e depressdo pos-parto (Hossein-Nezhad e Holick, 2013). Um estudo in vitro
demonstrou que a VD modula a secrecao de insulina por se ligar a VDR nas células -
pancreaticas, contudo os mecanismos envolvidos nessa modulacdo ainda ndo sdo
conhecidos [para revisdo (Zhang et al., 2015)]. Além disso, o desenvolvimento fetal pode
ser influenciado pela deficiéncia de VD durante a gestacdo. Estudos mostram que a
deficiéncia de VD causa redugdo do peso do recém-nascido, desenvolvimento anormal

do esqueleto fetal e aborto (Baker ef al., 2010; Paffoni et al., 2014).

Em humanos a deficiéncia gestacional de VD foi associada com baixo
desenvolvimento mental e psicomotor dos filhos (Zhu et al., 2015) bem como déficit

cognitivo em criangas australianas (Hart et al., 2015). Os mecanismos envolvidos no
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desenvolvimento cognitivo mediado pela VD durante a gestacdo ainda nao sdo claros.
Contudo a VD parece ativar uma variedade de sistemas de transducao de sinal incluindo
o influxo do ion célcio, liberagdo de calcio das reservas intracelulares, modulacdo da
adenilato ciclase, fosfolipase C, proteina cinase C, proteina cinase D e MAP cinase
(Harms et al., 2011; Shipton e Shipton, 2015), podendo isso interferir nos sitemas de uma
variedade de neurotransmissores como acetilcolina, serotonina e dopamina (Cass et al.,
2012; Patrick e Ames, 2012; Lundwall et al., 2015). A desregulagdo nos sistemas desses
neurotransmissores pode ocasionar transtornos psiquiatricos, neurocognitivos €
neuromotores como esquizofrenia, transtornos afetivos, ansiedade e autismo em humanos
(Kinney et al., 2009; Gupta et al., 2013; Dean, Copolov e Scarr, 2016; Bandelow et al.,
2016).

Por outro lado, a administragdo com VD durante a gestacao reduz a populagdo de
células TCD4+, citocinas inflamatorias, pressao arterial ¢ morte fetal em um modelo
animal de pré-eclampsia (Faulkner et al., 2016). Adicionalmente a administracao materna
com VD em humanos aumenta o peso dos neonatos ao nascimento bem como reduz o
risco de diabetes gestacional (Kalra et al., 2012; Hossain et al., 2014), evidenciando
assim o possivel efeito benéfico da administragdo com VD tanto na prole quanto nas

gestantes, no que tange a algumas alteracdes fisiologicas.

Jiang e colaboradores, 2014 demonstraram que o excesso de GC pode ocasionar
desregulacdo no metabolismo renal da VD, além de alterar o metabolismo local da VD
no hipocampo e cortex pré-frontal de ratos, fornecendo evidéncias do envolvimento da
VD na coexisténcia de depressao induzida pelo excesso de GC. Além disso, Obradovic e
colaboradores (2016) demonstraram que a VD ndo s6 reduz a expressdo de receptores
para GC mas também inibe a translocagdo destes para o ntcleo de células sanguineas

mononucleadas (Hidalgo et al., 2011).

Considerando o importante papel da VD na transducao de sinais e as agoes
reciprocas entre os sistemas da VD e de GC, o presente estudo testou as seguintes
hipoteses: 1) a administragdo de DEX no terco final da gravidez leva a déficits neurais
relacionados a cognicdo, memoria e desordens de humor na prole; 2) a administracdo de
VD durante todo o periodo gestacional serd capaz de prevenir ou pelo menos atenuar os
déficits neurais provocados pela DEX na prole; 3) a administracdo de VD durante todo o

periodo gestacional sera capaz de prevenir ou ao menos atenuar as ja conhecidas
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desordens metabdlicas provocadas pela DEX na prole; e 4) existem diferengas sexo-
especificas e tempo-dependentes na susceptibilidade das proles aos efeitos da DEX, bem

como nas respostas a administragdo de VD.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar se a administragdo gestacional com VD ¢ capaz de atenuar os efeitos da
programacao fetal induzida pela administragdo de DEX no terco final da gestacdo sobre
parametros desenvolvimentais, metabolicos e comportamentais da prole. Ainda, avaliar

se ha dimorfismo sexual nas alteragdes observadas.
2.2. Objetivos especificos

Avaliar se a exposi¢ao pré-natal a DEX promove alteracdes sexo-dependentes aos 3,

6 ¢ 12 meses pos-natal:

-No desenvolvimento fisico ¢ neural;

-No peso corporal;

-Na tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina;
-Na massa de células beta pancreaticas;

-No acumulo de lipidios hepatico;

-No perfil lipidico plasmatico;

-Na concentragao plasmatica de calcio;

-No comportamento do tipo ansioso;

-Na memoria de trabalho;

Além disso, para todos os objetivos supracitados, investigar se a administracao

gestacional com VD previne ou atenua as possiveis alteragdes encontradas.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para realizacdo dos protocolos experimentais, foram utilizados ratos machos e
fémeas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os roedores foram alojados em caixas de
polipropileno (30 x 19 x 13 c¢m), forradas com maravalha, dispondo de dgua e racdo ad
libitum, permanecendo no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias Fisiologicas,
com temperatura controlada (21 & 2° C) e ciclo claro-escuro invertido de 12 horas (luzes
acesas as 18:00 e apagadas as 6:00). Trés vezes durante a semana, no periodo da manha,
as caixas foram higienizadas, havendo reposicdo de dgua e alimento. Os protocolos e
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina — N° 7174170417.
3.1. Protocolo de acasalamento

Com o objetivo de obter as gestantes e proles para a execugao dos experimentos,
o protocolo de acasalamento utilizou animais com idade entre 80 e 100 dias, sendo as
fémeas com peso > 180 gramas e os machos entre 200 ¢ 350 gramas. Cinco dias antes do
acasalamento as gaiolas foram pareadas de modo que as fémeas ficassem ao lado das
gaiolas dos machos. Apods o pareamento, trés fémeas e um macho foram postos em uma
caixa, iniciando o acasalamento. Na manha seguinte, as fémeas que apresentaram
espermatozoides e cé€lulas queratinizadas no lavado vaginal foram alocadas em outra
caixa, sendo contado como dia 0 da gestacdo. O procedimento foi repetido por dez dias
(dois ciclos estrais completos das ratas). As gestantes permaneceram alojadas, trés por
caixa, até¢ o 13° dia de gesta¢do, quando entdo foram remanejadas e alocadas uma por
gaiola. O sucesso reprodutivo foi de 78% (39 de 50 ratas emprenharam) e a relagdo

machos/fémeas foi de aproximadamente 1:1.
3.2. Tratamento com dexametasona e administracdo com vitamina D3

A administragcdo de dexametasona (DEX, Decadron®) ocorreu do 14° ao 19° dia
gestacdo, na dose de 0,1 mg/kg (Tsai et al. 2019) diluida na 4gua de beber. Nesse periodo
as gestantes foram mantidas em gaiolas individuais, para controle da ingestdo alimentar
e dosagem do farmaco. Um dia antes do inicio do tratamento com DEX o volume de agua
ingerido foi mensurado para dilui¢do adequada do farmaco. Foi realizado um célculo

levando-se em conta a concentragdo do farmaco, peso do animal e volume de agua
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ingerida. O volume foi corrigido para 200 mL de agua, para caso ocorresse uma ingestao
maior do que a do dia anterior, ndo faltasse dgua para os animais. Do 14° ao 19° dia de
gestacdo a quantidade de dgua ingerida foi mensurada e trocada diariamente, adequando-
se a concentragdo de DEX de acordo com o volume hidrico ingerido um dia antes da

administracao.

A VD foi administrada na forma de vitamina D3 (colecalciferol, Organic
Compauding) por via oral/gavagem na dose de 500UI/dia durante todo o periodo
gestacional, diluidos em 0,4mL de oléo de girassol, iniciando no dia 1 até o dia 20. Os

grupos controles receberam, via gavagem, 6leo de girassol, 0,4mL por animal.
3.3.Grupos experimentais

No dia do nascimento, os animais foram sexados, pesados e medidos
individualmente. Com objetivo de evitar o efeito do tamanho da ninhada nos parametros
metabolicos e comportamentais a serem analisados, as ninhadas foram reduzidas a 8
filhotes por mae, quando possivel 4 machos e 4 fémeas. No final da lactagao, 21° dia apds
0 nascimento, para evitar efeitos estatisticos da ninhada, apenas dois machos e duas
fémeas foram utilizados para composi¢do dos grupos experimentais, sendo um macho e
uma fémeas para compor os grupos estudados com 3 e 6 meses de idade e os outros para

comporem o0s grupos estudados com um ano de idade.

As gestantes foram divididas em quatro grupos experimentais de acordo com o
tratamento que receberam: apenas veiculo (CTL); dexametasona (DEX), dexametasona
mais vitamina D (DVD); apenas vitamina D (VD). As proles foram divididas nos mesmos
grupos, mas levando em consideragdo apenas os tratamentos que as maes receberam
durante a gesta¢do e também de acordo com o sexo. Sendo assim, obtivemos proles de

machos e fémeas dos seguintes grupos experimentais:
CTL: animais nascidos de maes que receberam apenas veiculo.
DEX: animais nascidos de maes que receberam apenas DEX.
VD: animais nascidos de maes que receberam apenas vitamina D.

DVD: animais nascidos de maes que receberam DEX + vitamina D.
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As proles foram estudadas durante o periodo de lactagdo e na vida adulta aos 3, 6
e 12 meses de idade. E importante frisar que neste estudo, as proles ndo foram submetidas

diretamente a nenhum tratamento.

3.4. Avaliacao do desenvolvimento da prole durante a lactacio.

3.4.1. Desenvolvimento fisico

Para avaliacao do desenvolvimento fisico da prole, foram observados os dias de
nascimento dos pelos, dia de abertura dos olhos e dia de erup¢ao dos dentes incisivos. A
avaliagdo foi feita por meio de observacdes diretas e didrias de cada filhote como segue
abaixo:
- Erupcdo dos dentes incisivos: avaliada entre os dias 6 ¢ 12 apds o nascimento. A boca
do animal foi cuidadosamente aberta e entdo observou-se o dia exato em que aconteceu
o aparecimento do esmalte dos dentes incisivos inferiores e superiores;
- Abertura dos olhos: esta observagao foi realizada entre os dias 10 e 15 ap6s o0 nascimento
e foi registrado o dia da ocorréncia da primeira fresta da abertura bilateral dos olhos;
-Nascimento da penugem: realizada entre os dias 2 e 8 apds 0 nascimento e entdo

registrou-se o dia em que a penugem apareceu.

3.4.2. Desenvolvimento de reflexos

A avaliagdo do desenvolvimento dos reflexos permite identificar possiveis
alteracdes neurologicas no inicio da vida do animal. Foram realizados testes diarios até
que 100% dos filhotes apresentassem os seguintes reflexos e comportamentos:

- Reflexo de endireitamento: Este teste foi feito na prole do 5° ao 8° dia apds o
nascimento. O animal foi colocado em dectbito dorsal e entdo avaliou-se a laténcia para
que o animal virasse o corpo para posi¢cdo de decubito ventral. Considerou-se que, ao
virar-se, o animal deveria estar com as quatro patas espalmadas na superficie. No dia em
que todos os animais apresentaram o reflexo, foi entdo avaliada a laténcia para execugdo
do mesmo. O periodo de laténcia méximo para este teste foi de 30 segundos.

- Reflexo de geotaxia negativa: este teste foi realizado no 7°, 9°, 11° e 13° dias ap6s o
nascimento. Para isso os animais foram colocados em uma rampa com uma inclinacao

aproximada de 45°, a 5 cm do final inferior da rampa, com a cabeca direcionada para
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baixo e avaliou-se a ocorréncia ou ndo da resposta de virar o corpo para a posi¢cao oposta,
(cabeca direcionada para cima). No dia em que todos os animais apresentaram o reflexo,
foi entdo avaliada a laténcia para sua ocorréncia.

- Reflexo de sobressalto: este teste foi realizado do 11° ao 14° dia apos o nascimento.
Isoladamente, cada filhote foi exposto a um estalido curto e seco (Ruido de luva de latex
sendo esticada e solta no dorso da mao) para observacdo da maturidade do sistema
auditivo e neurologico. Foi avaliado o dia em que os animais apresentaram um tremor

generalizado em resposta ao ruido.

3.4.3. Avaliacio do peso corporal
O peso corporal dos animais foi avaliado ao nascer ¢ a cada 4 dias durante a
lactacdo. Depois disso, os animais foram pesados mensalmente a partir do segundo més

pos-natal até o periodo final do experimento, ou seja, até que atingissem um ano de idade..

3.5. Avaliacao dos parametros metabdlicos

3.5.1. Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (ipGTT)

O teste foi realizado aos 3, 6 e 12 meses de idade nos animais em jejum de 08-10h
e acordados. Os animais tiveram a extremidade da cauda seccionada (ap0Os assepsia e
anestesia topica com lidocaina 5%) para a coleta de 2 gotas de sangue. A primeira gota
foi descartada e a segunda utilizada para determinacdo da glicemia no tempo zero
utilizando um glicosimetro (Accu-Check® Performa; Roche Diagnostics GmbH,
Mannhein, Alemanha). Imediatamente apds a verificagao da glicemia no tempo zero, uma
solucao de glicose 50% (2 g/kg de peso corporeo, ip.) foi administrada e amostras de
sangue da cauda dos ratos aos 30, 60 e 120 min foram coletadas para determinacio das

concentragdes de glicose sanguinea e posterior calculo da 4rea sob a curva.

3.5.2. Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina (ipITT)

O ipITT foi realizado aos 3, 6 ¢ 12 meses de idade em animais alimentados e
acordados. Os animais tiveram a extremidade da cauda seccionada (apds assepsia e
anestesia topica com lidocaina 5%) para a coleta de 2 gotas de sangue. A primeira gota
foi descartada e a segunda utilizada para determinagdo da glicemia no tempo zero
utilizando um glicosimetro, como descrito acima. Na sequéncia, os animais receberam

uma injecao intraperitoneal de insulina humana recombinante (Biohulin®) equivalente a
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1 Ul/kg de peso corporeo. Amostras de sangue foram coletadas para dosagem da glicemia
nos tempos 10, 20, 30 e 45 min. A constante de decaimento de glicose (kITT) foi
calculada a partir do declinio da linha de regressdo obtida com valores de glicose log-

transformados na fase linear de decaimento da glicose sanguinea.

3.5.3. Conteudo hepatico de triglicerideo

Os figados dos animais com 6 ¢ 12 meses foram extraidos, pesados, congelados
em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C para posterior quantificagdo do conteudo
de triglicerideos. Amostras de figado do lobo caudado (100mg) foram transferidas para
um tubo de ensaio contendo 0.7 mL de NaCl a IM e homogeneizadas com o
homogeneizador T18 UltraTurrax® (IKA®; Staufen, Alemanha). Logo apds a
homogeneizagdo, 2 mL de solu¢do de metanol/cloroférmio (1:2, v/v) foi adicionado ao
tubo e centrifugados por 30 minutos a 4000 rpm (Eppendorf 5810R). A fase metandlica
foi separada em outro tubo de ensaio e entdo postos em banho maria a 98 °C para
evaporagdo do solvente. Uma solucao de metanol/Triton 100 (1:2, v/v) foi adicionado as
amostras para quantificacdo do contetido hepatico de triglicerideos utilizando ensaio

colorimétrico, seguindo as orientagdes do fabricante (Bioclin).

3.5.4. Analise imunohistoquimica

Para mensura¢do da massa das células B, o pancreas dos animais com 6 e 12 meses
foi extraido tendo os linfonodos e tecido adiposo removidos para posterior pesagem do
orgdo. A por¢do esplénica do pancreas foi selecionada e o tecido foi fixado em
paraformaldeido 4% por 24h em temperatura ambiente. Posteriormente foram
desidratados e embebidos em parafina. Duas sec¢des no maior plano do tecido (Sum)
foram obtidas em microtomo rotativo e aderidas em laminas sinalizadas individuais. As
seccoes foram desparafinizadas, reidratadas, lavadas com tampao fosfato, PBS (pH 7.4)
e incubadas com solugdo de citrato de s6dio 10mM (pH 6) aquecida e mantida a 98 °C
em banho-maria por 30 min para recuperagado antigénica. Na sequéncia as sec¢des foram
novamente lavadas com PBS e uma solucao de perdxido de hidrogénio (0,3%) foi usada
para bloquear a atividade da peroxidase endogena antes da permeabilizacdo com PBS
contendo Tween-20 (0,1%) e bloqueio com albumina bovina (5%) em temperatura

ambiente.

Apo6s o bloqueio, as sec¢des foram lavadas com PBS e entdo, imunocoradas por

incubagdo com anticorpo primario policlonal anti-insulina feito em guinea pig (1:400;
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Dako North America, Inc.; cat. no. A0564) diluido em PBS contendo albumina bovina a
3% overnight a 4°C. No dia seguinte as sec¢des foram lavadas com PBS e incubadas, por
2h em temperatura ambiente com anticorpo HRP-conjugado anti-guinea pig (1:1000;
Invitrogen; cat. no. 614620). Células positivas para insulina foram detectadas com
solucao de 3,3'-diaminobenzidina (Sigma Chemical). Na sequéncia, as secgdes foram
coradas com hematoxilina de Ehrlich e posteriormente escaneadas utilizando um scanner

automatico (AxioScan, ZEISS, Oberkochen, Alemanha) para posterior andlise.

As imagens obtidas pelo AxioScan, a mensuragdo da area total do pancreas e a
area total imunomarcada para insulina nas ilhotas relativo a por¢ao esplénica analisada,
foi realizado pelo software Image J (Fiji). A determinacdo da massa relativa de células
beta foi calculada pelo percentual de células beta por area analisada multiplicando-se pela
massa total do pancreas, e em seguida normalizada pelo peso de cada animal, resultando
na massa de células B em mg/100g de peso corpdreo. As imagens representativas foram

obtidas em microscopio invertido (OLYMPUS; Tokyo, Japan).

3.5.5. Analises bioquimicas
A glicemia foi mensurada nos animais com jejum de 8-10h aos 3, 6 ¢ 12 meses de
vida, durante o teste de tolerincia a glicose, por meio do sistema de fitas (monitor digital)
“Accu-Check Performa” (ROCHE, Brasil). A mensuragdo foi realizada a partir de uma
gota de sangue obtida pela sec¢ao da ponta da cauda do animal apds anestesia topica com

lidocaina 5%.

A quantificacdo das concentragdes plasmaticas de triglicerideo, colesterol e calcio
foram realizadas ap6s a eutandsia dos animais com 6 e 12 meses de idade. Amostras de
sangue foram coletadas por pun¢do cardiaca no dia da eutandsia. O plasma foi
armazenado para posterior mensuracdo das concentracdes plasmaticas de triglicerideos
(triglicerideos monoreagente K117-2; Bioclin, Brasil), colesterol total (colesterol
monoreagente K083-2; Bioclin, Brasil) e calcio (célcio arzenato 111 KO51; Bioclin, Brasil)

usando kits comerciais e seguindo as instru¢des do fabricante.
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3.6. Avaliacao dos parametros comportamentais.

3.6.1. Labirinto em cruz elevado
O labirinto em cruz elevado (LCE) ¢ um modelo amplamente utilizado na pesquisa
para avaliar o comportamento do tipo ansioso em ratos e camundongos, e se baseia em
respostas incondicionadas a ambientes que possam oferecer perigo em potencial. O LCE
consiste em um aparato elevado 60 cm do chdo, composto por quatro bragos posicionados
em diregdes opostas, dois fechados e dois abertos (posicionados perpendicularmente,
formando uma cruz simétrica, sendo cada brago com 50 centimetros e comprimento e 10

centimetros de largura.

Esse teste ¢ derivado do trabalho de Montgomery (1955) e o principio basico do
teste se baseia na premissa de que ambientes novos provocam medo e curiosidade,
criando assim, um tipico conflito de aproximagao/esquiva. Foi demonstrado que ratos
apresentam alto grau de exploragdo de espacgos fechados em comparagdo aos abertos
(Rodgers, 1992; Rodgers et al., 1997; Ramos et al., 1997). Ja é estabelecido pela literatura
que ansioliticos classicos podem aumentar a exploragao dos bragos abertos, sem interferir
com a atividade motora (Pellow et al., 1985). Por outro lado, firmacos que diminuem as
entradas nos bragos abertos do aparato sdo caracteristicamente ansiogénicas (Carobrez e

Bertoglio, 2005)

Este teste foi realizado aos 3, 6 e 12 meses de vida. Cada animal foi posicionado
no centro da plataforma de frente para um brago fechado. O animal permaneceu durante
5 minutos no aparato, livre para exploracdo do local, sendo os comportamentos
registrados por video para posterior analise. Apds a exposi¢ao de 5 minutos, o animal foi
retirado do aparato e devolvido para sua caixa. O labirinto foi higienizado com élcool
20%, evitando assim pistas odoriferas para o proximo animal que foi submetido ao teste.
Os comportamentos foram gravados por 5 min e analisados posteriormente usando o

software EthoWatcher®.

As variaveis comportamentais foram divididas em espago-temporais e etologicas.
As variaveis espaco-temporais avaliadas foram: porcentagem de entradas nos bragos
abertos, porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos e nimero total de
entradas nos bracos abertos e fechados. As entradas e saidas foram definidas como a
colocacdo das quatro patas do animal dentro ou fora do braco do aparato. As varidveis

etologicas avaliadas foram: exploragdo vertical (movimento vertical no qual o animal
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mantém seu corpo erguido somente pelas patas traseiras), imersao de cabega (movimento
exploratorio de cabeca/ombros sobre a borda lateral dos bragos abertos em dire¢do ao
chdo) e autolimpeza (ato de limpar qualquer parte da superficie corporal com a lingua,

dentes e/ou patas dianteiras).

3.6.2. Campo aberto

O teste de campo aberto também foi realizado nos animais com 3, 6 ¢ 12 meses
de idade. A aparato consiste em uma arena quadrada (60 X 60 cm), fechada lateralmente
por 4 paredes de 45 cm de altura e demarcada no chao com 16 quadrantes com tamanhos
iguais (15 X 15 cm). Dos 16 quadrantes, 12 ficavam em contato com as paredes da arena,
sendo denominados de quadrantes laterais, enquanto 4 quadrantes ndo estavam em
contato com as paredes do aparato, sendo entdo denominados de quadrantes centrais. Os
animais foram colocados individualmente no centro da arena e os comportamentos foram
gravados por 5 min e analisados posteriormente usando o software EthoWatcher®. Apos
percorrido os 5 minutos, o animal foi devolvido para sua caixa. A arena foi higienizada
com alcool 20%, evitando assim pistas odoriferas para o proéximo animal que foi
submetido ao teste.

As variaveis analisadas no campo aberta foram: nimero de cruzamentos nos
quadrantes; frequéncia de entradas nos quadrantes centrais da arena e indice de
tigmotaxia, ou seja, a preferéncia do animal pelos cantos da arena, calculado através da
porcentagem de tempo em que o animal permaneceu nos quadrantes laterais em razdo do
tempo total do teste. Além disso, foi quantificado a frequéncia de autolimpeza e de
exploragdo vertical, quando o animal ficava apoiado somente nas patas traseiras e se

elevava para explorar o ambiente.

3.6.3. Reconhecimento de objetos
O teste de reconhecimento de objetos ¢ utilizado para avaliar a retengdo de
memoria (Botton et al., 2010; Gaskin et al., 2010;). Faz-se o uso de um indice de
reconhecimento como uma medida direta da avaliacdo do tempo que o animal leva
explorando um objeto desconhecido, em relagdo ao tempo total que o animal leva
explorando o objeto desconhecido e o objeto ao qual ja estava habituado. O principio do
teste de memoria e reconhecimento de objetos € uma resposta dos comportamentos

exploratorios de ratos, pois sabe-se que, quando um estimulo ao qual o animal ja esta
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habituado e um novo estimulo sdo apresentados simultaneamente, o roedor explora mais

o novo estimulo (Antunes e Biala, 2012).

O reconhecimento de objetos foi avaliado aos 3, 6 e 12 meses de vida. O teste
consistiu em 3 sessdes de ambientacdo, seguidas de mais 3 sessdes do teste propriamente
dito. Para a ambientacdo, os animais foram expostos a uma arena (de madeira, preta,
60x60cm), em sessdes de 15 minutos cada e intervalo de 24h entre as sessdes. Vinte e
quatro horas apo6s a ultima exposi¢do de ambientacdo os animais foram expostos
novamente a arena para a sessdo de treino, onde foi posto um objeto (cumbuca de
porcelana amarela com a abertura para cima) e permitiu-se a exploragdo do objeto por 15
min, sendo este considerado entdo o objeto conhecido. Apds 3h do treino, os animais
foram novamente expostos a arena (Teste 1) desta vez, além do objeto ja conhecido, um
outro objeto (objeto desconhecido 1- uma tampa de cano plastica branca com a abertura
voltada para baixo) foi inserido, e permitiu-se a exploragdo de ambos os objetos por 5
min. Por fim, 24h apos o treino, os animais foram expostos a arena para o teste 2, que
consistiu da substituicio do objeto desconhecido 1, por um novo objeto (objeto
desconhecido 2- carrinho de metal azul com as rodas voltadas para baixo), permitindo-se

entdo a exploracdo de ambos os objetos por 5 min.

Todas as etapas foram filmadas para andlise posterior usando o software
EthoWatcher®, avaliando-se, no treino, o tempo de exploracdo do objeto e nas sessdes
de teste 1 e teste 2 foi calculado o indice de reconhecimento do objeto desconhecido em
relagdo ao tempo total de exploracdo de ambos os objetos. Entre as exposicdes dos
animais, a arena e os objetos foram limpos com alcool 20%, a fim de se evitar possiveis

pistas odoriferas.

3.7. Dosagem de corticosterona

A dosagem plasmatica de corticosterona foi mensurada através da técnica de
radioimunoensaio (RIA), utilizando-se um anticorpo anti-corticosterona (#C8784,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os limites para detec¢do do radioimunoensaio foi
de 7,8 a 2000 pg/dL. A técnica se baseia na reagdo antigeno-anticorpo, basicamente,
segundo Yalow (1978), um hormdnio radiomarcado se liga a um anticorpo especifico
formando o complexo radiomarcado antigeno-anticorpo que emite radioatividade. A

técnica mensura a capacidade de um hormoénio ndo-marcado, contido em uma amostra,



35

em competir com o hormonio marcado e impedir a ligacdo desse com o anticorpo. Como
resultado da inibicdo competitiva, a relagdo hormonio radiomarcado complexado ao
anticorpo/ hormonio radiomarcado livre diminui quando a concentragdo do horménio nao
marcado aumenta. A concentragdo em uma amostra desconhecida ¢ obtida comparando a
inibicdo observada, através da mensuragdo da radioatividade produzida, com aquelas

produzidas por solu¢des padrdes, contendo quantidades conhecidas do horménio.

3.8. Analise dos videos

Os testes comportamentais foram gravados por meio do programa Virtual Dub e
posteriormente analisados por meio do software Ethowatcher® (Crispim et al 2012). O
software permite a criagdo manual de um catdlogo comportamental com as variaveis de
acordo com o teste utilizado. Terminada a andlise, o programa criou um arquivo contendo
laténcia, duracdo e frequéncia para cada uma das categorias comportamentais salvas

previamente.

3.9. Eutanasia e extracao de orgaos

Aos 6 e 12 meses de vida, 24h apds o teste de tolerancia a insulina, os animais em
jejum de 8-10h, foram anestesiados com cetamina (80mg/kg) e xilazina (12mg/kg i.p.) e
entdo avaliados os reflexos palpebral, pupilar e interdigital para determinacdo do nivel de
anestesia. Com o animal em plano anestésico cirtrgico, foi realizada coleta de sangue
intracardiaca e a eutandsia se deu por decapitagdo usando guilhotina. Para a coleta de
tecidos foi feita uma incisdo longitudinal mediana na pele e musculatura, iniciada na

regido pré-pubiana indo na dire¢do caudo-cranial até o manubrio.

Os orgaos de interesse foram visualizados e identificados. Com o auxilio de uma
pinga e uma tesoura, foram removidos na seguinte ordem: figado, pancreas e encéfalo.
Depois da remocgao, os 6rgaos foram identificados, pesados e armazenados para posterior

analise.
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3.10. Analise estatistica

As diferencas entre os grupos experimentais foram determinadas pelo teste
ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Fischer’s LSD. Para a andlise estatistica
foram retirados os outliers de cada grupo e para isso a férmula média + 2 vezes o desvio
padrao da média foi aplicada para cada conjunto de dados, e os valores acima do valor
maximo dado pela formula ou os valores abaixo do valor minimo dado pela formula
foram desconsiderados para andlise. Os dados foram apresentados como média + erro
padrao da média (Prisma Graph-Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA) nos graficos e
nas tabelas estdo apresentados como média £ desvio padrao da média. O nivel de

significancia adotado foi de p < 0.05.
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4. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em trés se¢des, de acordo com os pardmetros
avaliados, conforme segue:
-1° Parametros desenvolvimentais;
-2° Parametros metabolicos;

-3° Parametros comportamentais.

4.1. Parametros desenvolvimentais

4.1.1. Peso corporal durante a gestacio e ingesta alimentar durante o
tratamento com dexametasona.

O peso corporal inicial das gestantes foi similar entre os grupos e manteve-se
assim até o 15° dia de gestacdo. A partir do 16° dia, o tratamento com dexametasona
aboliu o ganho de peso, levando a um menor peso dos grupos que receberam DEX quando
comparados aos grupos controles (20° dia, efeito da DEX: p<0,0001; F (1, 35) =37,06;
r’= 51,06; Figura 1A). Nesse aspecto, a administragio com VD, per se, nio exerceu
nenhuma influéncia (Figura 1A). Com relagdo a ingesta alimentar, avaliada durante o
tratamento com DEX nas gestantes, os resultados da ANOVA mostraram um efeito da
DEX promovendo redugdo desse parametro do 15° ao 20° dia de gestacdo nos grupos
DEX e DVD, sem efeito da administracao com VD (20° dia, efeito da DEX: p= 0,0005;
F (1,27) =33,75; r’= 51,06; Figura 1B).
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Figura 1. Peso corporal durante a gestagdo (A) e ingesta alimentar durante o tratamento com dexametasona
(B). ANOVA de duas vias seguida dos pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estio expressos como média +
SEM. p< 0,05; @ diferenga significativa entre os grupos CTL e DEX; ®diferenca significativa entre os
grupos VD e DVD; ¥diferenca significativa entre os grupos VD e DVD; diferenca entre os grupos DEX e
DVD.

4.1.2. Peso corporal no dia do nascimento, durante a lactacio e na vida adulta
Houve reducao no peso ao nascer de machos (p<0.0001; F1, 33=116.1; 12=76.55;

Figura 2A) e fémeas (p<0.0001; F1, 32=230.8; r2=84.39; Figura 2B) expostos a DEX no
periodo pré-natal. Além disso, os resultados da ANOV A mostraram interagao significante
entre os fatores DEX e VD em machos (p=0.01; F1, 33=6.16; 12=4.06; Figura 2A). Com
relacdo a essa interacdo, o pos-teste revelou uma tendéncia estatistica entre os grupos
CTL e VD (p=0,06) mas nao entre os grupos DEX e DVD, confirmando a interagdo
evidenciada pela ANOVA. Nas fémeas, a interagdo significante entre os fatores DEX e
VD (p=0.02; F1, 32=5.45; 12=1.99; Figura 2B) levou a exacerbagao na reducao de peso
ao nascer como mostrado pelo pds-teste na diferenca significante entre os grupos DEX e
DVD. A ANOVA mostrou um efeito da VD em fémeas (p=0.01; F1, 32= 7.45; 12=2.72;
Figura 2B), contudo, os resultados do pos-teste ndo confirmaram essa diferenga, uma vez
que os grupos CTL e VD sao estatisticamente similares. Além disso, no final do periodo
de lactagdo, no 21° dia pos-natal, somente machos (p=0.06; F1, 32= 8.50; 12=19.66;
Figura 2C) e fémeas (p<0.0001; F1, 32=21.78; r2=38.60; Figura 2D) expostos a DEX no
periodo pré-natal tiveram reducdo no peso corporal quando comparados aos seus

respectivos grupos controles. Nao houve influéncia da VD nesse parametro.

O peso corporal foi avaliado mensamente até o final do periodo experimental (12
meses). Com relagdo a esse parametro, a exposi¢ao pré-natal 4 DEX promoveu reducao

do peso corporal em machos até 12 meses de idade (Figura 2E). Além disso, do 9° ao 12°
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més, os resultados da ANOVA mostraram uma interagao significante entre os fatores
DEX e VD causando exacerbac¢do na reducdo no peso corporal em machos do grupo
DVD, como confirmado pelas comparagdes do pos-teste. Embora os resultados da
ANOVA também tenham mostrado um efeito, per se, da VD no peso corporal de machos
no 9°, 10° e 11° més de idade, estas diferencas ndo foram evidenciadas pelo pos-teste,
considerando que ndo houve diferenca significativa entre os grupos CTL e VD (Figura
2E). O Tratamento pré-natal com DEX também causou redug¢do no peso corporal de
fémeas, mas somente até o 6° més de idade, a partir dessa idade todos os grupos foram

estatisticamente similares até o final do periodo experimental (Figura 2F).
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Figura 2. Peso ao nascer em machos (A) e fémeas (B); peso corporal durante a lactacdo em machos (C)
e fémeas (D) e peso durante a idade adulta em machos (E) e fémeas (F) nascidos de maes tratadas com
DEX (barras cinzas) ou ndo (barras brancas) administrado com VD (VD) ou 6leo (Veiculo). ANOVA de
duas vias seguida dos pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como média = SEM. p< 0,05;
@ diferenca significativa entre os grupos CTL e DEX; Sdiferenca significativa entre os grupos VD e DVD;
&diferenca entre os grupos DEX e DVD; ***< (0,0009; **** p< (0,0001.
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4.1.3. Desenvolvimento fisico e de reflexos da prole

A figura 3 ilustra os resultados dos testes que avaliaram os pardmetros
desenvolvimentais da prole, considerando a ninhada como unidade. O dia da abertura
bilateral dos olhos foi adiantado nos animais que foram expostos a DEX no periodo pré-
natal, sem influéncia da administragdo com VD (p<0,0001; F1, 35= 24,16; 12=39.44;
Figura 3A). Em relacdo ao dia de aparecimento do reflexo de sobressalto e erupcao dos
dentes incisivos, ndo foram observadas diferencas significantes entre os grupos estudados
(Figs. 3 B e C, respectivamente, p>0,05), bem como nao houve diferenca significante
entre os grupos experimentais no dia de aparecimento da penugem (Figura 3D, p>0,05) e

do reflexo de sobressalto (Figura 3E, p>0,05).
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Figura 3 Pardmetros desenvolvimentais avaliados pelo dia de abertura bilateral dos olhos (A), dia de
aparecimento do reflexo de sobressalto (B), dia de erupgdo dos dentes incisivos (C), dia de aparecimento
da penugem (D) e dia de aparecimento do reflexo de preensdo palmar (E) em animais nascidos de maes
tratadas com DEX (barras cinzas) ou ndo (barras brancas) administrado com VD (VD) ou 6leo (Veiculo).
ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como média + SEM.
P<0,05; ** p< 0,009; ***< 0,0009;

Os resultados da ANOVA mostraram que o tratamento pré-natal com DEX
promoveu aumento na laténcia para execugdo do reflexo de endireitamento em machos
em todos os dias em que este foi avaliado, contudo, os resultados do pods-teste

evidenciaram diferencga significativa entre os grupos VD e DVD somente nos dias 5 e 6
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pos-natal (Figura 4A, p=0,01 e 0,004, respectivamente), além disso houve efeito
significante da administragdo gestacional com VD no 7° dia pds-natal (p=0,02; F1, 32=
5,32; 12=12,44), porém esta diferenca ndo foi confirmada pelo resultado do pds-teste, uma
vez que os grupos CTL e VD foram estatisticamente similares. Assim como em machos,
o tratamento pré-natal com DEX promoveu aumento na laténcia para execugao do reflexo
de endireitamento em fémeas no 5°, 6° e 7° dia pds-natal (Figura 4C, p<0,05). Ainda, no
6° dia pos-natal, os resultados da ANOVA mostraram um efeito significante da
administracao gestacional com VD (p=0,02; F1, 35= 5,55; r2=11,62) contudo, os
resultados do pos-teste nao mostraram diferenca entre os grupos CTL e VD, assim como
ndo confirmaram a interagdo dos fatores DEX e VD evidenciada pela ANOVA no 7° dia

p6s natal (p=0,04; F1, 33=4,40; r2=10,01).

Ja com relagdo ao reflexo de geotaxia negativa em machos, houve uma interagao
significante entre os fatores DEX e VD no 9° e 13° dia p6s-natal (9° dia: p=0,01; F1, 32=
6,11;12=15,68; 11° dia: (9° dia: p=0,01; F1, 32=7,04; r2=17,71 Figura 4B), e o pds-teste
confirmou que o tratamento pré-natal com DEX diminuiu o tempo para execugao deste
reflexo enquanto a administragdo gestacional com VD preveniu a reducdo deste
parametro. Ainda com relag@o ao reflexo de geotaxia negativa em machos, no 11° dia
poés-natal os resultados da ANOVA mostraram um efeito da administracdo com VD
(p=0,03; F1, 33=4,96; r2=12,67), porém, os resultados do pos-teste somente mostraram
diferenca significativa entre os grupos DEX e DVD (p=0,02). Com relacdo a este
parametro avaliado também em fémeas (Figura 4D), os resultados da ANOV A mostraram
efeito do tratamento pré-natal com DEX somente no 7° dia pds-natal, levando a um
aumento na laténcia para execucdo do reflexo de geotaxia negativa nos animais expostos
a DEX pré-natal (p=0,0006; F1, 32=14,36; r2=30,94). Ainda, no 9° dia pds-natal houve
uma interagdo entre os fatores DEX e VD (p=0,04; F1, 32=4,21; r2=11,58).
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Figura 4. Laténcia para o reflexo de endireitamento em machos (A) e fémeas (C) e laténcia para o reflexo
de geotaxia negativa em machos (B) e fémeas (D) nascidos de maes tratadas com DEX ou ndo e
administrados com VD ou 6leo. ANOVA de duas vias seguida do pods-teste de Fisher’s LSD. Os dados
estdo expressos como média = SEM. P<0,05; *diferenga significativa entre os grupos VD e DVD;
&diferenca entre os grupos DEX e DVD.

4.2. Parametros metabolicos

4.2.1. Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose na prole adulta

O teste de tolerancia intraperitoneal a glicose foi realizado em machos (Figura 5)
e fémeas (Figura 6) aos 3, 6 e 12 meses pds-natal. Os resultados da ANOVA em machos
mostraram que os grupos foram estatisticamente similares aos 3 (Figuras 5A e B) e 6
meses (Figura 5C e D). Contudo, aos 12 meses, os machos que foram expostos ao
tratamento com DEX no periodo pré-natal apresentaram valores elevados de glicemia aos
30, 60 e 120 minutos ap6s o desafio glicémico, bem como elevados valores da area sob a
curva quando comparados aos grupos CTL e VD (p=0.002; F1, 29= 10.54; r2=27.17,
Figuras. 5SE e F). Nesse contexto, ndo houve efeito significante da administracdo

gestacional com VD em nenhuma das idades em que os animais foram avaliados.
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Figura 5. Valores da glicemia durante o teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (A, C e E) e valores
da are sob a curva obtida durante o OGTT (B, D ¢ F) em machos nascidos de maes tratadas com DEX
(barras cinzas) ou nao (barras brancas) administrado com VD (VD) ou 6leo (Veiculo). ANOVA de duas
vias seguida do pods-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como média =+ SEM. P<0,05; *p<
0,05; @diferenga significativa entre os grupos CTL e DEX; 3diferenca significativa entre os grupos VD e
DVD; *diferenca entre os grupos CTL e VD.

Os resultados do desafio glicémico nas fémeas foram estatisticamente similares
entre os grupos aos 3 meses (Figura 6A e B). Contudo, aos 6 meses, fémeas que nasceram
de maes que foram administradas com VD durante a gestacdo apresentaram elevados
valores de glicemia aos 30, 60 e 120 minutos apds a administracdo de glicose e maiores
valores da area sob a curva (p=0.01; F1, 28= 6.74; r2=19.08, Figuras. 6C e D) quando
comparados ao grupo CTL. Entretanto, esses resultados foram transientes, uma vez que
a intolerancia a glicose induzida pela administracao gestacional com VD desapareceu nos
animais avaliados aos 12 meses pos-natal (Figura 6E e F). Contudo, nessa mesma idade,
a prole de fémeas expostas a administracdo de DEX no periodo gestacional apresentaram
valores elevados de glicemia aos 30 e 60 minutos apds o desafio glicémico e maiores
valores da 4rea sob a curva (p=0.002; F1, 31= 11.12; r2=23.87, Figura. 6E e F) quando

comparados ao grupo CTL.
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Figura 6. Valores da glicemia durante o teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (A, C ¢ E) e valores
da area sob a curva obtida durante 0 OGTT (B, D ¢ F) em fémeas nascidas de mées tratadas com DEX
(barras cinzas) ou nao (barras brancas) administrado com VD (VD) ou 6leo (Veiculo). ANOVA de duas
vias seguida do pds-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como média = SEM. *p<0,05;
*#p<(0,009; @diferenca significativa entre os grupos CTL e DEX; Sdiferenca significativa entre os grupos
VD e DVD; *diferenca entre os grupos CTL e VD.
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4.2.2. Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina na prole adulta

A constante de decaimento (KITT), calculada usando os valores de glicemia
durante o teste de tolerancia intraperitoneal a insulina foi avaliada em machos (Figura 7)
e fémeas (Figura 8) aos 3, 6 e 12 meses de idade. Em resposta a administracdo de insulina
exdgena, nao houve diferenca significante nos valores de glicemia durante o ITT nem nos
valores da KITT em machos aos 3 meses pds-natal (Figura 7 A e B). Contudo, aos 6
meses de idade, os resultados mostraram que houve uma reducgao nos valores da KITT em
machos que foram expostos 8 DEX pré-natal quando comparados ao grupo CTL (p=0,03,
Fig, 7D). Além disso, os resultados da ANOVA mostraram uma interagao significante
entre os fatores DEX e VD (p=0.02; F1, 22= 6.25; 12=20.44), indicando que a
administracdo gestacional de VD preveniu o prejuizo glicémico induzido pela
administracdo pré-natal com DEX (Figura 7C e D). Resultados similares foram
observados em machos com 12 meses de idade. Mesmo que o pos-teste tenha mostrado
uma diferenga marginal entre CTL e DEX (p=0,06) os resultados da ANOV A mostraram
interagdo significante entre DEX e VD (p=0.01; F1, 21= 7; r2=18.93) levando a um
aumento de AITT no grupo DVD quando comparado ao grupo DVD, como evidenciado

pelos resultados do pos-teste (p=0,006, Figuras 7E e F). Ainda, em machos com 12 meses
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de idade, embora tenha havido um efeito significante da VD (p=0.01; F1, 22= 7.73;

r2=20.92) o resultado do pds-teste ndo confirmou essa diferenga, uma vez que os grupos

CTL e VD foram estatisticamente similares.
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Figura 7. Valores da glicemia durante o teste de tolerancia intraperitoneal a insulina (A, C ¢ E) e valores
da kKITT durante o iITT (B, D e F) em machos nascidos de mées tratadas com DEX (barras cinzas) ou ndo
(barras brancas) administrado com VD (VD) ou 6leo (Veiculo). ANOVA de duas vias seguida do pos-teste
de Fisher’s LSD. Os dados estio expressos como média + SEM. P<0,05; * p<0,05; **p<0,009; @diferenca

significativa entre os grupos CTL e DEX; *diferenca significativa entre os grupos DEX e DVD; #diferenca
entre os grupos CTL e VD.

Com relagdo aos resultados de responsividade a administragao intraperitoneal de
insulina em fémeas, ndo houve diferenca significante aos 3 (Figura 8 e B), 6 (Figura 8C

e D) ou 12 (Figura 8E e F) meses pos-natal.
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Figura 8. Valores da glicemia durante o teste de tolerancia intraperitoneal a insulina (B, D e F) e valores
da KITT durante o ilTT (B, D e F) em fémeas nascidas de mées tratadas com DEX (barras cinzas) ou nido
(barras brancas) administrado com VD (VD) ou 6leo (Veiculo). ANOVA de duas vias seguida do pos-teste

de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como média = SEM. P<0,05; *diferenca entre os grupos CTL e
VD.

4.2.3. Massa de tecido adiposo branco na prole adulta

A administracdo pré-natal de DEX causou uma redugdo significante no peso
relativo do tecido adiposo omental (p=0,007; F1, 30 = 8,090; r2=20.84; Tabela 1) e
perigonadal (p=0,04; F1, 33=4,51;r2=11,39; Tabela 1) em machos aos 6 meses de idade,
enquanto que a administragdo gestacional com VD, per se, ndo exerceu nenhum efeito
sobre esse parametro. Contudo, o peso relativo do tecido adiposo perirrenal e peso total
das gorduras foram similares entre os grupos estudado (Tabela 1). No 12° més pos-natal,
nao houve diferenga significante entre os grupos estudados com relagdo ao peso relativo
do tecido adiposo omental e perigonadal, contudo, houve uma interagado significante entre
DEX e VD causando redug¢do no peso do tecido adiposo perirrenal (p=0.02; F1, 29=5.43;
r2=12.54; Tabela 2) bem como no peso total das gorduras (p=0.03; F1,29=4.71; 12=8.97;

Tabela 2) somente em machos nascidos de maes que foram tratadas com VD e DEX

concomitantemente.
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Tabela 1 Peso (g/100g p.c.) do tecido adiposo omental, perigonadal, perirrenal, peso total das gorduras e
concentragdo de triglicerideos e colesterol plasmaticos em machos e fémeas com 6 meses de idade, nascidos
de maes tratadas com DEX ou ndo, administrados com VD ou 6leo. ANOVA de duas vias seguida do pos-
teste de Fisher’s LSD. Os dados estdio expressos como média = SD. P<0,05; @diferenca entre os grupos
CTL e DEX; *diferenca entre os grupos VD e DVD.

6 Meses CTL & DEX & VD & DVD & Valor de p
T.A. Omental 0.17£0.02  0.12+0.02©@ 0.15+0.04 0.13+£0.04  p=0.007
T.A. Perigonadal  130+0.31 1.13£0.43@ 1.54+0.38 1.20+0.29% p=0.0006
T.A. Perirrenal  1.86+0.52 1.72+0,78  1.76£0.51 1.52+0.57 NS
T.A. Total 3.34£0.85 3.01x1.21  3.65£1.06 3.20+1.27 NS
TAG plasmdtico  68.1+31.7 53.3+18.4  59.4+20.8 51.2+20.6 NS
CT plasmdtico  70.5+14.2 79.2424.1  77.9+16.1 87.1+19.2 NS

CTL ¢ DEX ¢ VD ¢ DVD ¢ Valor de p
T.A. Omental 0.1740.03  0.16£0.02  0.19£0.04 0.18+0.06 NS
T.A. Perigonadal  1.42+0.56 1.11+0.38  1.55+0.44 1.10+0.41 NS
T.A. Perirrenal ~ 1.87+0.30 1.80+0.76  2.09£0.45 1.99+0.95 NS
T.A. Total 3.40+0.71 3.46x1.54  3.84£0.87 3.04+1.13 NS
TAG plasmdtico  44.5+82  45.2+6 542462  46.9+12.7 NS
CTplasmdtico  78+15.1  70.2+16.6  82.7+155 68.7t184 NS

Com relacdo ao peso das gorduras em fémeas, embora os resultados da ANOVA
tenham mostrado um efeito da DEX no tecido adiposo perigonadal aos 6 meses (p=0.02;
F1, 31= 5.87; 12=15.86; Tabela 1), o pds-teste ndo confirmou essa diferenca, uma vez
que os grupos CTL e DEX foram estatisticamente semelhantes. Nessa mesma idade, ndo
houve diferenga significante no peso relativo do tecido adiposo omental, perirrenal e peso
total das gorduras entre os grupos estudados. (Tabela 1). Resultados similares foram
observados em fémeas no 12° més pds-natal, onde o peso relativo do tecido adiposo
omental, perigonadal, perirrenal e peso total das gorduras foram estatisticamente

semelhantes entres os grupos experimentais (Tabela 2).
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Tabela 2. Peso (g/100g p.c.) do tecido adiposo omental, perigonadal, perirrenal, peso total das gorduras e
concentragdo de triglicerideos e colesterol plasmaticos em machos e fémeas com 12 meses de idade,
nascidos de mées tratadas com DEX ou ndo, administrados com VD ou 6leo. ANOVA de duas vias seguida
do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como média = SD. P<0,05; *diferenca entre os

grupos CTL e VD; *diferenca entre os grupos VD e DVD; &diferenca entre os grupos DEX e DVD.

12 Meses CTL & DEX & VD & DVD & Valor de p
T.A. Omental 0.28+0.09 0.26+0.13 0.27+£0.08 0.17+0.09 NS
T.A. Perigonadal 1.44+0.52 1.25+0.40 1.64+0.64 1.41+0.44 NS
T.A. Perirrenal 2.50£0.55 2.49+1.21 2.60+£0.49 1.41x0.4%  p<0,009
T.A. Total 5.16£0.68 4.59+1.88 5.10£0.60 2.66x1.2%  p<0,009
TAG plasmatico  89+19.9 100.1£54.5 82+26.4 95.3+53.7 NS
CT plasmdtico 93.6£20.5 90.1£15.6 91+19.9 121.5#37.1 NS

CTL ¢ DEX ¢ VD ¢ DVD ¢ Valor de p
T.A. Omental 0.22+0.09  0.24+0.11 0.26+£0.06  0.30+0.08 NS
T.A. Perigonadal 1.46+0.07 1.44+0.52 1.25+£0.40 1.64%0.65 NS
T.A. Perirrenal 2.72+1.56  2.64+0.82 2.79+0.87 2.63+0.95 NS
T.A. Total 3.96£2.71 4.33£1.40 4.31+0.86 4.58+1.43 NS
TAG plasmdtico  67.3+£26.3  84+36.4 43.4+8.1%  45.2+11.9% p<0,05
CT plasmdtico 78.7£26.9  85.7£14.5 78.1£24.9 94.1+16.4 NS

4.2.4. Parametros bioquimicos

A administragdo pré-natal de DEX causou aumento no acimulo de triglicerideo
hepatico em machos aos 6 (p=0.01; F1, 28= 7.33; r2=15.79; Figura 9A) e 12 (p=0.0003;
F1,27=17.69;12=27.91; Figura 9B) meses quando comparados aos grupo CTL. Contudo,
a interagdo significante entre DEX e VD mostrou que a administragdo gestacional com
VD foi capaz de atenuar o acumulo de triglicerideo hepatico tanto aos 6 (p=0.02; F1, 28=
5.49; 12=11.82; Figura 9A) quanto aos 12 (p=0.02; F1, 27= 5.48; 12=8.66; Figura 9B)
meses. Embora os resultados da ANOVA tenham mostrado um efeito da VD (p=0.001;
F1, 27= 12.25; r2=19.32; Figura 9B), o pds-teste ndo evidenciou diferenca estatistica
entre os grupos CTL e VD no que diz respeito a esse parametro. Com relagdo aos dados
de triglicerideo hepatico em fémeas, a ANOVA mostrou um efeito da DEX aos 6 meses
(p=0.02; F1, 29= 5.61; r2=15.97; Figura 10A), contudo os resultados do pos-teste nao

mostraram nenhuma diferenca estatistica entre os grupos estudados. Além disso, esse
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efeito desapareceu nas fémeas com 12 meses (Figura 10B). Ao contrario do que foi visto
em machos, a administra¢do gestacional com VD ndo exerceu nenhum efeito significante
no conteudo de triglicerideo hepatico em fémeas tanto aos 6 (Figura 10A) quanto aos 12

(Figura 10B) meses de idade.
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Figura 9. Conteudo de triglicerideo hepatico em machos com 6 (A) e 12 (B) meses e concentragido
plasmatica de calcio em machos com 6 (C) e 12 (D) meses nascidos de maes tratadas com DEX (barras
cinzas) ou nao (barras brancas) administradas com VD (VD) ou 6leo (Veiculo). ANOVA de duas vias
seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como média = SEM. P<0,05; * p<0,05;
#%p<(0,009; *** p<0,0009.

A concentragdo plasmatica de triglicerideo foi estatisticamente similar entre os
grupos de machos aos 6 (Tabela 1) e 12 (Tabela 2) meses de idade. Ao contrario do que
foi visto em machos, fémeas que nasceram de maes que receberam administragdo com
VD, independente da administragdo pré-natal de DEX, apresentaram menores
concentracgdes de triglicerideo plasmatico comparadas aos grupos CTL e DEX (p=0.0008;
F1, 30=13.94; 12=30.25; Tabela 2) aos 12 meses de idade. A concentragdo plasmatica de
colesterol total em machos e fémeas nao foi afetada nem pela administragdo com VD ou

pela administracdo de DEX durante a gestacdo, independentemente da idade em que o

parametro foi avaliado. (Tabelas 1 e 2)
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Tanto a administracdo gestacional com VD como a administracdo de DEX no

periodo pré-natal, independentemente, levaram a um aumento nas concentragdes

plasmaticas de calcio em machos aos 6 meses de idade (p=0.004; F1, 34=9.42; r2=18.23

e p=0.009; F1, 34=7.46; 12=14.45, respectivamente; Figura 9C). Efeitos similares foram
observados em fémeas aos 6 meses (VD: p=0.0003; F1, 32= 16.55; r2=31.56 ¢ DEX:
p=0.03; F1, 32= 4.69; r2=8.94, Figura 10C). Contudo, os resultados do pds-teste nao

mostraram diferencga significante entre os grupos CTL e DEX. Quando os animais foram

avaliados aos 12 meses, somente machos que nasceram de maes que receberam VD

apresentaram maiores concentracdes plasmaticas de calcio quando comparados ao grupo

CTL (p=0.01; F1, 29=6.54; 12=16.79, Figura 9D), independentemente do tratamento pr¢é-

natal com DEX. Além disso, nenhuma diferenca significante foi observada a respeito das

concentragdes plasmaticas de célcio em fémeas avaliadas aos 12 meses (Figura 10D).
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Figura 10. Contetudo de triglicerideo hepatico em fémeas com 6 (A) e 12 (B) meses e concentragdo
plasmatica de calcio em fémeas com 6 (C) e 12 (D) meses nascidas de maes tratadas com DEX (barras
cinzas) ou nao (barras brancas) administradas com VD (VD) ou 6leo (Veiculo). ANOVA de duas vias
seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como média £ SEM. P<0,05; * p<0,05.
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4.2.5. Massa de células beta

A administragdo pré-natal de DEX promoveu um aumento significante na massa
de células beta em machos aos 6 (p=0.02; F1, 14=6.15; r2=20.34; Figura 11A) e aos 12
meses (p=0.04; F1, 15= 4.59; r2=14.65; Figura 11B). Contudo, houve uma intera¢ao
significante entre os fatores DEX e VD aos 6 (p=0.04; F1, 14=4.61;1r2=15.26) ¢ 12 meses
(p=0.01; F1, 15= 8.03; r2=25.61), indicando que a administracdo gestacional com VD
suprimiu o aumento na massa de células beta induzido pela administragdo pré-natal de
DEX. Ainda, em machos aos 6 meses, a administragdo gestacional com VD per se, nao
promoveu nenhuma alteragcdo deste parametro. Embora a ANOVA tenha mostrado um
efeito significante da VD em machos com 12 meses (p=0.03; F1, 15=5.61; r2=17.90), o
pos-teste ndo confirmou essa diferenga, uma vez que os grupos CTL e VD foram
estatisticamente similares. Os resultados da massa de célula beta em fémeas aos 6 (Figura

11C) e 12 meses (Figura 11D) foram estatisticamente similares entre os grupos estudados.
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Figura 11. Massa de célula beta em machos com 6 (A) e 12 (B) meses e fémeas com 6 (C)e 12 (D) meses
nascidas de maes tratadas com DEX (barras cinzas) ou ndo (barras brancas) administrado com VD (VD)
ou oleo (Veiculo). ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos
como média = SEM. P<0,05; * p<0,05; **p<0,009.
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Figura 12. Imagens representativas de sec¢des de pancreas com magnitude final de 200X, de machos e
fémeas, aos 6 ¢ 12 meses de idade, nascidos de maes tratadas somente com DEX (DEX) ou nao (CTL),
tratadas com DEX e administradas com VD (DVD) ou apenas administradas com VD (VD). As seccdes
contendo tecido pancreatico foram imunocoradas para insulina e contracoradas com hematoxilina. .

4.3. Parametros comportamentais

4.3.1. Teste de labirinto em cruz elevado

A laténcia para entrada nos bragos abertos do labirinto em machos com 3, 6 e 12
meses (Figura 12 A, B e C, respectivamente) foi estatisticamente semelhante entre os
grupos experimentais. Ainda em machos, a porcentagem de tempo gasto nos bragos
abertos do aparato foi maior nos animais avaliados com 3 meses e que nasceram de maes
que receberam DEX no periodo pré-natal (p=0,01; F1,33=7,22; r2=17,73; Figura 12D)
quando comparados ao grupo CTL. Ainda nesse aspecto, ndo foram observadas
influéncias da administragdo gestacional com VD. Esse efeito da DEX parece ser
transitorio, uma vez que desaparece nos machos avaliados aos 6 meses. Contudo, nessa
idade, os resultados da ANOVA mostraram um efeito da VD (p=0,01; F1,32= 6,25;
r2=15,54, Figura 12E), porém a analise do pds-teste ndo confirmou essa diferenca, visto
que os grupos CTL e VD foram estatisticamente similares. Ainda com relagdo a
porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos, tanto os efeitos da DEX quanto da VD
evidenciados em idades anteriores, desapareceram nos animais com 12 meses de idade,
considerando que os grupos foram estatisticamente similares nessa idade (Figura 12F).

Com relacdo a porcentagem de entrada nos bracos abertos, ndo houve diferenca
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significante aos 3, 6 ¢ 12 (Figura 12 G, H e I, respectivamente) meses entre 0s grupos

experimentais.
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Figura 13. Laténcia para entrada nos bracos abertos do labirinto avaliada aos 3 (A), 6 (B) e 12 (C) meses.
Porcentagem de tempo gasto nos bragos aberto do labirinto avaliada aos 3 (D), 6 (E) e 12 (F) e porcentagem
de entrada os bragos abertos do labirinto aos 3 (G), 6 (H) e 12 (I) meses em machos nascidos de maes
tratadas com DEX (barras cinzas) ou ndo (barras brancas) administrado com VD (VD) ou 6leo (Veiculo).
ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como média = SEM.
P<0,05; * p<0,05.

Os parametros observados no labirinto em cruz elevado também foram avaliados
em fémeas. Com relagdo a laténcia para entrada nos bragos abertos, nao houve diferenca
significativa entre os grupos estudados aos 3 e 6 meses (Figura 14 A e B,
respectivamente). J4 aos 12 meses, a administragdo gestacional com VD promoveu
diminuicdo desse parametro (p=0,01; F1,30= 6,14; r2=16,10, Figura 14C). A
porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do labirinto foi maior em fémeas
avaliadas aos 3 (p=0,011; F1,33= 11,79; 1r2=26,26, Figura 14D) e 6 meses (p=0,04;
F1,30=4,30; r2=11,17, Figura 14E) e que nasceram de maes expostas & administracao
pré-natal de DEX, porém aos 6 meses, o pos teste ndo confirmou essa diferenga, uma vez
que os grupos CTL e DEX foram estatisticamente similares (p=0,07). Ainda com relagdo

a esse parametro, os resultados de 12 meses mostram que os efeitos da DEX sdo
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transitorios, ja que nao houve diferenga significativa entre os grupos estudados (Figura
42F). Com relacdo a porcentagem de entradas nos bragos abertos, a analise estatistica
mostrou que ndo ha diferenca significante entre as fémeas avaliadas aos 6 e 12 meses
(Figura 14 G e H, respectivamente). Porém, quando avaliadas aos 12 meses, os resultados
da ANOV A mostraram um efeito significante da VD (p=0,0084; F1,32= 7,86; r2=16,38,
Figura 14I) e também uma interagdo entre os fatores DEX e VD (p=0,01; F1,32=7,01;
12=14,61, Figura 14I), mostrando que a administracdo gestacional de VD promoveu um
aumento na porcentagem de entrada nos bragos abertos e o tratamento pré-natal com DEX

impediu esse aumento, como comprovado pelos resultados do pos-teste.
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Figura 14. Laténcia para entrada nos bragos abertos do labirinto avaliada aos 3 (A), 6 (B) e 12 (C) meses.
Porcentagem de tempo gasto nos bragos aberto do labirinto avaliada aos 3 (D), 6 (E) e 12 (F) e porcentagem
de entrada os bragos abertos do labirinto aos 3 (G), 6 (H) e 12 (I) meses em fémeas nascidas de maes
tratadas com DEX (barras cinzas) ou nao (barras brancas) administrado com VD (VD) ou 6leo (Veiculo).
ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como média = SEM.
P<0,05; * p<0,05; **p=<0,009, ***p<0,00009.

Ainda, foram avaliadas as variaveis etoldgicas no labirinto em cruz elevado em
machos e fémeas aos 3, 6 ¢ 12 meses de idade. Com relagdo a exploragdo vertical (EV),
imersdo de cabeca (IC) e autolimpeza (AL), ndo houve diferenga significante entre os

grupos de machos ou de fémeas avaliados aos 3 ¢ 6 meses pds-natal (Tabela 3 e 4,
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respectivamente). J& aos 12 meses (Tabela 5), em machos, a EV e IC foram
estatisticamente similares entre os grupos experimentais, enquanto a administra¢do
gestacional com VD (p=0,003; F1,23=10,32; r2=30,02, Tabela 5) promoveu redu¢ido na
frequéncia de AL, como confirmado pelos resultados do pos-teste pela diferenca entre os
grupos CTL e VD (p=0,02), bem como entre DEX e DVD (p=0,04). Os resultados obtidos
pela avaliagdo desses parametros em fémeas mostraram que nao houve diferenca
significante entre os grupos estudados com relacdo a EV e AL, contudo a ANOVA
mostrou um efeito da DEX no que diz respeito a IC (p=0,02; F1,26= 6,10; r2=17,89,
Tabela 5), porém esses resultados nao foram confirmados pelo pos-teste, uma vez que os

grupos CTL e DEX foram estatisticamente similares.

Tabela 3. Variaveis etologicas avaliadas no LCE. Exploragdo vertical (EV); Imersdo de cabeca (IC) e
autolimpeza (AL) em machos e fémeas com 3 meses de idade, nascidos de mées tratadas com DEX ou néo,
administrados com VD ou 6leo. ANOVA de duas vias seguida do pods-teste de Fisher’s LSD. Os dados
estdo expressos como média + SD. P<0,05.

3 Meses CTL & DEX & VD & DVD & Valor de p
EV 143+1,1 13,6=+1,1 155+1,7 152+1,5 NS
IC 6,3 £1 8,1+1,3 7+0,7 61,1 NS
AL 07+02 13+01  08=02 1102 NS
CTL ¢ DEX ¢ VD ¢ DVD ¢ Valor de p
EV 13,1+1,3 143+09 13,8+0,6 158+0,9 NS
IC 47+08 62+09  85+15 66+08 NS
AL 0,7+0,4 1,1 £0,3 1,1 £0,3 1,6 £0,2 NS

Tabela 4. Variaveis etologicas avaliadas no LCE. Exploracao vertical (EV); Imersdo de cabega (IC) e
autolimpeza (AL) em machos e fémeas com 6 meses de idade, nascidos de mées tratadas com DEX ou néo,
administrados com VD ou 6leo. ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados
estdo expressos como média = SD. P<0,05.

6 Meses CTL & DEX & VD & DVD & Valor de p
EV 15,5+1,5 12,5+1,2 13,5+1,3 16 +1,7 NS
IC 29+0,8 2+0,5 1,8+0,7 1,7+ 0,6 NS
AL 1,9+ 04 1,7+ 0,4 2,6 0,8 22+04 NS

CTL ¢ DEX ¢ VD © DVD ¢ Valor de p
EV 16 £1,6 15,8+1,9 17,8+ 1,9 19,2 +0,8 NS
Ic 2+0,2 3,4+0,8 2,4+0,8 3,4+0,9 NS

AL 2+0,5 24+0,3 2+0,5 3,1£0,8 NS
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Tabela 5. Variaveis etologicas avaliadas no LCE. Exploracdo vertical (EV); Imersio de cabega (IC) e
autolimpeza (AL) em machos e fémeas com 12 meses de idade, nascidos de mées tratadas com DEX ou
ndo, administrados com VD ou 6leo. ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados
estdo expressos como média + SD. P<0,05. @diferenca entre os grupos CTL e DEX; *diferenca entre os
grupos VD e DVD.

12 Meses CTL & DEX & VD & DVD & Valor de p

EV 13,5+ 1,9 13,3 £1 16,1 £2,2 17,5+2,2 NS

IC 2,1+£0,2 1,8+ 0,6 2,3+0,8 2,5+0,9 NS

AL 2,5+0,6 2+£0,8¢ 0,8 +0,2 0,3 +£0,2% p<0,05
CTL ¢ DEX ¢ VD ¢ DVD ¢ Valor de p

EV 16,6 +1,3 15,5+ 1,6 13+0,9 16,1 +29 NS

IC 2+0,6 0,5+0,2 3+£0,9 1,5+0,3 NS

AL 21,1+ 0,3 0,8+0,2 0,7+0,2 1+£0,2 NS

4.3.2. Teste de campo aberto

A locomogdo dos animais foi avaliada através do nimero de quadrantes
percorridos na arena de campo aberto. Com relacdo a esse pardmetro, ndo houve diferenca
significante entre machos avaliados aos 3, 6 e 12 meses pos-natal (Figura 15A, B e C,
respectivamente). A frequéncia de entrada nos quadrantes centrais da arena também foi
avaliada e a andlise estatistica mostrou que em machos aos 3 meses 0s grupos
experimentais foram similares estatisticamente (Figura 15D). Contudo, quando avaliados
aos 6 meses de idade, os resultados da ANOVA mostraram interagdo significante entre
os fatores DEX e VD (p=0,01; F1,33= 7; r2=16,15, Figura 15E) mostrando que a
administracdo gestacional com VD foi capaz de impedir a reducdo na frequéncia de
entrada nos quadrantes centrais da arena, induzida pela administragdo pré-natal de DEX.
Esse resultado foi confirmado pelo pds-teste, que mostrou diferenga significante entre os
grupos CTL e DEX (p=0,003) e entre os grupos DEX e DVD (p=0,04). Esse efeito visto
aos 6 meses, parece ser transitorio, uma vez que aos 12 meses ndo houve diferenca
significante entre os grupos estudados (Figura 15F). Resultados similares foram vistos
quanto ao indice de tigmotaxia. No 3° e 12° més pos-natal (Figura 15G e I,
respectivamente) ndo houve diferenca significante entre os grupos estudados, contudo, no
6° més a administragdo pré-natal de DEX promoveu um aumento desse parametro
(p=0,04; F1,34= 4,38; 12=10,99, Figura 15H), como mostrado pela diferenca entre os
grupos CTL e DEX (p=0,02) no resultado do pos-teste.
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Figura 15. Numero de quadrantes percorridos na arena de campo aberto aos 3 (A), 6 (B) ¢ 12 (C) meses.
Frequéncia de entrada nos quadrantes centrais da arena avaliada aos 3 (D), 6 (E) ¢ 12 (F) e indice de
tigmotaxia avaliado aos 3 (G), 6 (H) e 12 (I) meses em machos nascidos de maes tratadas com DEX (barras
cinzas) ou ndo (barras brancas) administrado com VD (VD) ou 6leo (Veiculo). ANOVA de duas vias
seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como média + SEM. P<0,05; * p<0,05;
**p<0,009.

O teste de campo aberto também foi realizado em fémeas no 3°, 6° e 12° més pos-
natal (Figura 16). Aos 3 meses a ANOVA revelou uma interagao entre os fatores DEX e
VD (p=0,003; F1,31=4,38; 12=22,01, Figura 16A), levando a um aumento no niimero de
quadrantes percorridos nos animais que nasceram de maes tratadas com DEX e
administradas com VD, como mostrado pela diferenca evidenciada pelo pds teste entre
os grupos DEX e DVD (p=0,002) e entre os grupos VD e DVD (p=0,004). Aos 6 meses
também houve interacdo entre os fatores DEX e VD (p=0,0007; F1,30= 14,18; 12=31,28,
Figura 16B), contudo o pos teste mostrou que a administracdo gestacional com VD
diminuiu o nimero de quadrantes percorridos, quando comparado ao grupo CTL
(p=0,006), mas o tratamento pré-natal com DEX impediu essa reducao (p=0,001, VD vs
DVD). No entanto, quando esse parametro foi avaliado aos 12 meses, ndo houve diferenca
significante entre os grupos experimentais (Figuras 16C), mostrando que as alteracdes

vistas com 3 e 6 meses parecem ser transitorias.
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A frequéncia de entrada nos quadrantes centrais da arena foi estatisticamente
similar em fémeas avaliadas aos 3 e 12 meses de idade (Figura 16D e F). Contudo, quando
avaliadas no 6° més, os resultados da ANOV A mostraram interagdo significante entre os
fatores DEX e VD (p=0,0002; F1,31= 18,49; r2=6,86, Figura 16E) e o pods-teste
evidenciou que tanto o tratamento pré-natal com DEX quanto a administragao gestacional
com VD diminuiram a frequéncia de entrada nos quadrantes centrais da arena quando
comparados ao grupo CTL (p=0,0008 e <0,0001, respectivamente). Contudo a interagdo
entre os dois fatores foi capaz de prevenir essa redugdo, como mostrado pela diferenca
entre os grupos VD e DVD (p=0,02).

Com relagdo ao indice de tigmotaxia, ndo houve diferenga significante entre as
fémeas avaliadas aos 3 meses de idade (Figura 16G). Ja no 6°més, houve um efeito do
tratamento pré-natal com DEX causando aumento nesse parametro (p=0,008; F1,31=
7,92; 12=16,01, Figura 16H), e além disso, houve interacdo significativa entre os fatores
DEX e VD, mostrando que a administragdo gestacional com VD impediu o aumento desse
parametro (p=0,005; F1,31= 8,89; r2=17,97, Figura 16H). Ainda sobre o indice de
tigmotaxia, aos 12 meses, os resultados da ANOVA mostraram interagdo entre os fatores
DEX e VD (p=0,008; F1,30= 7,88; r2=18,88, Figura 16I) e o pds-teste evidenciou que
fémeas que nasceram de maes administradas com VD apresentaram redugdo desse
parametro quando comparadas ao grupo CTL (p=0,01). Entretanto, quando nascidas de
maes que receberam os dois tratamentos, essa reducdo ndo aconteceu, como mostrado

pela diferenca entre os grupos VD e DVD (p=0,002).
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Figura 16. Numero de quadrantes percorridos na arena de campo aberto aos 3 (A), 6 (B) e 12 (C) meses.
Frequéncia de entrada nos quadrantes centrais da arena avaliada aos 3 (D), 6 (E) e 12 (F) e indice de
tigmotaxia avaliado aos 3 (G), 6 (H) e 12 (I) meses em fémeas nascidas de maes tratadas com DEX (barras
cinzas) ou ndo (barras brancas) administrado com VD (VD) ou 6leo (Veiculo). ANOVA de duas vias
seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como média = SEM. P<0,05; * p<0,05;
**p<0,009, ***p<0,0009, ****p<0,0001.

As variaveis etoldgicas de autolimpeza e exploracdo vertical também foram
avaliadas no campo aberto aos 3, 6 e 12 meses de idade (Tabelas 6, 7 e 8,
respectivamente). Com relagdo a autolimpeza, avaliada em machos aos 3 meses, nao
houve diferenca significante entre os grupos estudados (Tabela 8). Ja aos 6 meses, os
resultados da ANOVA mostraram um efeito da VD (p=0,02; F1,32= 5,33; r2=18,88;
Tabela 7), porém essa diferenca nao foi confirmada pelo pds-teste, uma vez que os grupos
CTL e VD foram estatisticamente similares. Aos 12 meses a ANOVA também mostrou
um efeito da VD (p=0,01; F1,29=7,35; r2=17,92; Tabela 8), e o pos teste confirmou que
a administracdo gestacional com VD reduziu a frequéncia de autolimpeza quando
comparado ao grupo CTL (p=0,002). Com relagao a exploragdo vertical, avaliada em
machos aos 3 meses, a ANOVA mostrou um efeito da VD (p=0,005; F1,33= 8,7,
r2=19,24; Tabela 6), porém esse efeito ndo foi confirmado pelo pds-teste, visto que os

grupos CTL e VD foram estatisticamente similares. Aos 6 meses, a analise estatistica
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mostrou que o tratamento pré-natal com DEX (p<0,0001; F1,31=33,28; 12=40,57; Tabela
7) diminuiu a frequéncia de exploragdo vertical no campo aberto e que houve uma
interagdo entre DEX e VD (p=0,0008; F1,31=13,75; 12=16,76; Tabela 7), mostrando que
a administragdo gestacional com VD impediu a reducao desse parametro. Ja aos 12 meses,
a ANOVA mostrou um efeito da VD (p=0,02; F1,29=5,73; r2=14,44; Tabela 8), porém
esse efeito ndo foi confirmado pelo pds-teste, uma vez que os grupos CTL e VD sdo

estatisticamente similares.

A autolimpeza e exploracdo também foram avaliadas em fémeas aos 3, 6 e 12
meses. Com relagdo a autolimpeza, aos 3 meses nao houve diferenga estatistica entre os
grupos estudados (Tabela 6). Contudo, no 6° més o tratamento pré-natal com DEX
(p=0,04; F1,30= 4,22; 12=9,26; Tabela 7) promoveu aumento na frequéncia de
autolimpeza ¢ a administragdo com VD foi capaz de atenuar esse aumento, como
mostrado pelos resultados de intera¢do entre os fatores DEX e VD (p=0,005; F1,30=
8,83; 12=19,38; Tabela 7). Ja aos 12 meses, tanto o tratamento pré-natal com DEX
(p=0,02; F1,29=5,89; r2=13,85; Tabela 8) quanto a administragdo gestacional com VD,
isoladamente, reduziram a frequéncia de autolimpeza, como mostrado pela diferenca
entre CTL e DEX e entre CTL e VD nos resultados do pos-teste. Com relacdo a
exploragdo vertical em fémeas, ndo houve diferenga significante entre os grupos
estudados aos 3 meses de idade (Tabela 6). Contudo aos 6 (p=0,002; F1,32= 10,61,
r2=24,04; Tabela 7) e 12 meses (p=0,02; F1,31= 5,75; r2=14,87; Tabela 8), houve
interacdo significante entre os fatores DEX e VD, mostrando que o tratamento pré-natal
com DEX diminuiu a frequéncia de exploragdo vertical do campo aberto e que a
administragdo gestacional com VD impediu a alteragdo desse parametro, como mostrado

pela diferenca entre os grupos CTL e DEX e entre os grupos DEX e DVD no pos-teste.
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Tabela 6. Variaveis etologicas avaliadas no campo aberto. Autolimpeza (AL) e exploragdo vertical (EV) em
machos e fémeas com 3 meses de idade, nascidos de maes tratadas com DEX ou ndo, administrados com
VD ou 6leo. ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como
média + SD. P<0,05.

AL 1+ 0,6 0,7+1,3 0,7+0,8 0,8+ 0,7 NS

EV 244+ 6 18,1 £ 6,8 27,754 268+6 NS

AL 0,5+0,5 0,3+04 0,2+0,4 1+1,1 NS

EV 26+£6,7 26,5+6,6 25,5+477 304+3,7 NS

Tabela 7. Variaveis etologicas avaliadas no campo aberto. Autolimpeza (AL) e exploragdo vertical (EV) em
machos e fémeas com 6 meses de idade, nascidos de maes tratadas com DEX ou ndo, administrados com
VD ou 6leo. ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como
média = SD. P<0,05. @diferenca entre os grupos CTL e DEX; “diferenca entre os grupos DEX e DVD.

AL 11,5 0,3 +0,5 1,7+ 1,9 1,6+ 1,4 NS

EV 25+6,2 11,7+3,1¢  2037+22 175+2,7%  p<0,05
AL 0,3+0,5 1,9+1,2@ 1+0,9 0,7 +0,4% p<0,05
EV 28,4+ 8,8 17,8 +6,7¢ 193+7,5 256+74%  p<0,05

Tabela 8. Variaveis etologicas avaliadas no campo aberto. Autolimpeza (AL) e exploragdo vertical (EV) em
machos e fémeas com 12 meses de idade, nascidos de maes tratadas com DEX ou ndo, administrados com
VD ou 6leo. ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como
média = SD. P<0,05. @diferenga entre os grupos CTL e DEX; %diferenca entre os grupos DEX e DVD;
#diferenca entre os grupos CTL e VD.

AL 23+ 1,8 1,2 40,7 0,5+0,5*  08+0,8 p<0,05
EV 13,5+6,1 148+6,8 12,652  6,5+34 NS

AL 24+21 1,1 £0,6@ 1,1 £0,65" 0,3+0,5 p<0,05

EV 17,1+5,4 11,2+2,7¢ 14,4+7,)7 18,1 +6,65%  p<0,05
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4.3.3. Teste de reconhecimento de objetos

O tempo de exploragdo total do objeto, obtido durante a sessdo de treino foi
estatisticamente similar entre machos avaliados aos 3, 6 ¢ 12 meses pds-natal (Figura
17A, B e C, respectivamente). O indice de reconhecimento (IR) foi estatisticamente
similar em machos no 3° e 6° més pos-natal (Figura 17 D e E). Contudo, quando esse
parametro foi avaliado no 12° més, os resultados da ANOVA mostraram uma interagao
significante entre os fatores DEX ¢ VD (p=0,009; F1,30= 7,8; r2=20,28; Figura 17F). O
pOs-teste mostrou que a administragao gestacional com VD aumentou o IR quando
comparado ao grupo CTL (p=0,01) e que o tratamento pré-natal impediu o aumento deste

parametro (p=0,03).

Ja em relacao ao IR na sessdo de teste 2, a ANOVA mostrou uma interagao
significante entre os fatores DEX e VD (p=0,005; F1,33= 9,06; r2=20,02; Figura 17G)
aos 3 meses em machos. Os resultados do pos-teste confirmaram que a exposicao pré-
natal 8 DEX promoveu aumento no IR quando comparado ao grupo CTL (p=0,008) e que
a administragdo gestacional com VD atenuou esse aumento (p=0,003). Contudo, essa
alteracdo parece ser transitoria, uma vez que no 6° (Figura 17H) e 12° (Figura 171) més

pos-natal, nao houve diferenga significante no IR na sessao de teste 2.
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Figura 17. Tempo de exploragdo de objetos na sessio de treino, aos 3 (A), 6 (B) e 12 (C) meses. indice de
reconhecimento do objeto novo na sessdo de teste 1 aos 3 (D), 6 (E) e 12 (F) meses e indice de
reconhecimento do objeto novo na sessdo de teste 2 aos 3 (G), 6 (H) e 12 (I) meses em machos nascidos de
mades tratadas com DEX (barras cinzas) ou nao (barras brancas) administrado com VD (VD) ou 6leo
(Veiculo). ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como
média = SEM. P<0,05; * p<0,05; **p<0,009.

Os resultados do teste de reconhecimento de objetos em fémeas, mostraram que
aos 3 meses, houve um efeito da DEX (p=0,01; F1,33= 5,99; r2=14,91; Figura 18A) no
tempo de exploracao do objeto na sessdo de treino, contudo os resultados do pds-teste ndo
confirmaram essa diferenca, uma vez que os grupos CTL e DEX foram estatisticamente
similares. Além disso, quando esse pardmetro foi avaliado no 6°, ndo houve diferenga
significante entre os grupos estudados (Figura 18B). Ja no 12° més, a ANOVA mostrou
um efeito da DEX causando diminui¢ao do tempo de exploracdo do objeto na sessdo de
treino (p=0,002; F1,29= 10,93; r2=26,03; Figura 18C), como confirmado pela diferenca
entre os grupos CTL e DEX nos resultados do pos-teste (p=0,003). Com relagao ao tempo
de exploragdo na sessdo de treino 1 em fémeas, aos 3, 6 e 12 meses de idade (Figuras
18D, E e F, respectivamente) e na sessdo de treino 2 (Figuras 18G, H e I,

respectivamente), nao houve diferenca estatistica entre os grupos estudados.



66

3 Meses 6 Meses 12 Meses

w
=3
-3
w
=3
=3
w
=]
=3

= o = CTL
o 2 hd I 2 ° 2 == DEX
S . s s o . 1
O : % . % ° ° 5 =
c g R 0o £ 200 . . g0
_— . 1 g e 9 X R o
O 2 . g - p .80 = sl
l: £ 100 ® 100 g o E100 |, . o
2 o 8 . 2 °g o K
g8 o lo© of H & o g g
E = o E ¢ .
[ b ° 1, ; . = :
Veiculo vD Veiculo vD Veiculo vD
£ 100 = 100 =100~
g |? g |2 2 ?
~ § 80 o g 80 S 80-
> 1 S £ s . E o 3 R
o 60 B . - 8
- £ ~ of, [ £ =2 8o 4 2 807 2
5 ° € ® £
N s %o 8 ° 9 3 % H °
Q g 4 "t So| | % g 40 .
o 2
< o o
- T T 20 T 20-
8 8 8
20 Veimul vo 3 0 . . T 0 .
eiculo = Veiculo VD = Veiculo
w0 Eao oo
g | 2 |# g |? .
5 ¢ 8 H ° e
N 2o o g 60 . g 60 o .- Y
3 o A 5 5 ot s o
2 s : S £
e o < 40 ° . < 40 S 0 oo *e
7] § s o § o < g Coof |8y .
(< g ° e
= g2 g20 %o ° .- 2
.
T 0 T o T T T o0 T T
= Veiculo £ Veiculo VD = Veiculo VD

Figura 18. Tempo de exploragdo de objetos na sessio de treino, aos 3 (A), 6 (B) e 12 (C) meses. indice de
reconhecimento do objeto novo na sessdo de teste 1 aos 3 (D), 6 (E) e 12 (F) meses e indice de
reconhecimento do objeto novo na sessdo de teste 2 na sessdo de teste 2 aos 3 (G), 6 (H) e 12 (I) meses em
fémeas nascidas de maes tratadas com DEX (barras cinzas) ou ndo (barras brancas) administrado com VD
(VD) ou 6leo (Veiculo). ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo
expressos como média = SEM. P<0,05; * p<0,05; **p<0,009.

4.4.Dosagem hormonal

4.4.1 Corticosterona
Com relacdo a quantificagdo plasmatica de corticosterona, ndo houve diferenca
significante entre os grupos estudados aos 6 e 12 meses, independentemente do sexo

(Figura 19).
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Figura 19. Concentracao plasmatica de corticosterona aos 6 (A e C) e 12 (B e D) meses em machos (A e B)
e fémeas (C e D) nascidas de maes tratadas com DEX (barras cinzas) ou ndo (barras brancas) administrado
com VD (VD) ou 6leo (Veiculo). ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados
estdo expressos como média = SEM. P<0,05.
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5. DISCUSSAO

Os resultados mostraram que a exposi¢ao pré-natal a DEX causou prejuizos em
parametros metabolicos e comportamentais de modo dependente da idade e sexo dos
animais. De maneira geral a prole masculina se mostrou mais suscetivel aos efeitos
epigenéticos deletérios da DEX em comparacdo a prole feminina. Da mesma forma,
podemos considerar que os machos também se beneficiaram mais dos efeitos protetores

da administragdo gestacional de VD do que as fémeas.

5.1.Parametros desenvolvimentais

Os dados mostraram que a exposi¢do a DEX no ter¢o final da gestagdo aboliu o
ganho de peso das gestantes durante o tratamento e reduziu o peso e comprimento
craniocaudal da prole ao nascer, além de comprometer o desenvolvimento fisico e de
reflexos. A reducdo no ganho de peso das gestantes durante o tratamento com DEX, deve-
se, pelo menos em parte, a menor ingestao de alimento observada no presente trabalho.
Esses resultados estdo de acordo com dados prévios que mostram que a administragdo de
DEX em uma dose maior (0,2 mg/kg) durante o tergo final da gestacdo abole o ganho de
peso e reduz a ingestdo alimentar (Motta et al., 2018). Além disso, Battiston e
colaboradores (2017) demonstraram que a administragdo de 1mg/kg de DEX promove
redugdo de peso e ingesta alimentar em fémeas. O tratamento com DEX altera o controle
hipotaldmico da ingestdo alimentar por regular a expressdo de neurotransmissores e
neuropeptidios. Chruvattil e colaboradores (2017) demonstraram que a administragdo de
DEX em fémeas na dose de 3mg/kg durante 28 dias, resisténcia hipotalamica a insulina,
fato que pode ter contribuido para a reducdo de peso e ingestdo alimentar vista em nosso
trabalho. Adicionalmente, o catabolismo proteico também pode ter influenciado essa
resposta, uma vez que o tratamento com DEX induz a expressdo de proteinas relacionadas
a via da ubiquitina, principal via envolvida no catabolismo de proteinas miofibrilares

(Scott e Schekman et al, 2008).

A administragdo com VD ndo influenciou o peso e ingestdo alimentar das
gestantes. Entretanto, ja foi demonstrado em outros contextos, que a VD pode afetar o
ganho de peso. Ela parece atenuar o ganho de peso em ratos submetidos a dieta
hipercaldrica (Yin et al., 2009; Gomaa e El-Aziz, 2017), provavelmente por supra regular
enzimas envolvidas na oxida¢do de acidos graxos (Marcotorchino et al., 2014) e também

por elevar os niveis séricos de leptina, o que diminui o conteudo intracelular de
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triglicerideos e consequentemente promove redugdo de peso (Ghavamzadeh, Mobasseri
e Mahdavi, 2014). No presente estudo, a ndo redugdo de peso, apenas a aboli¢do do ganho
de peso das gestantes, mesmo em um contexto catabdlico induzido pela DEX e VD pode
ser, em parte, explicada pela presenga dos hormonios gestacionais progesterona e
prolactina que sdo conhecidos por induzir a hiperfagia e ganho de peso (Trujillo et al.,

2011).

A suspensao do ganho de peso das gestantes também pode ter sido influenciada
pelos efeitos da DEX na placenta, o que pode causar redugdo na invasdo e proliferacao
trofoblastica com consequente inibi¢do do desenvolvimento placentario, acarretando em
ma nutri¢do fetal e reducdo do peso da prole ao nascer (Mandl et al., 2006). O presente
trabalho, assim como a literatura (Zhou et al., 2015; Chen et al., 2017) mostrou reducao
no peso da prole de maes que foram expostas ao tratamento com DEX no terco final da

gestacao.

Apesar dos dados em humanos mostrarem que a administragio pré-natal com VD
esta associada a aumento do peso ao nascer (Sablok et al., 2015; Zerofsky et al., 2016;
Sahoo et al., 2017), o presente trabalho nao foi capaz de confirmar este dado em roedores.
A melhora do peso ao nascer parece estar relacionada com o periodo de inicio da
administracdo com VD, sendo significativo somente quando iniciada tardiamente (B1 et
al., 2018). No presente estudo, a administracao foi iniciada no primeiro dia de gestacao,
o que poderia explicar parcialmente a auséncia de efeito da administracdo materna de VD

sobre o peso da prole ao nascer.

Além de causar reducdo do peso e comprimento ao nascer, a exposi¢ao pré-natal
a DEX alterou o desenvolvimento fisico e neural da prole. Nossos dados mostraram que
o dia de abertura dos olhos foi adiantado nos animais expostos a DEX no periodo pré-
natal. A exposicao a DEX no 4° dia ap6s o nascimento também promoveu adiantamento
da abertura dos olhos (Gramsbergen e Mulder, 1998; Benesova et al., 1999), processo
que parece sofrer influéncias complexas de fatores metabdlicos ap6s a administragdo de
GC durante as fases de desenvolvimento (Uno et al., 1990). Por outro lado, nossos
resultados mostraram um atraso no tempo para execucao do reflexo de geotaxia negativa
e também para o reflexo de endireitamento. Estes atrasos podem estar relacionados com
prejuizos no desenvolvimento do sistema vestibular e em primeira instancia, com o

funcionamento do cerebelo, uma vez que a execugao destes reflexos necessita de padroes
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complexos de contragdo muscular, que estdo sob controle da funcdo cerebelar
(Gramsbergen e Mulder, 1998). Outros estudos sdo necessarios para esclarecer os
mecanismos envolvidos nas alteracdes desenvolvimentais induzidas pela DEX pré-natal.
A literatura ¢ escassa no que diz respeito a administragdo gestacional com VD e o
desenvolvimento da prole e o presente trabalho mostrou pela primeira que a
administragdo gestacional com VD parece ndo ter efeitos no desenvolvimento fisico e

neural da prole exposta a programacao fetal induzida pela DEX.

De acordo com a literatura, o peso de animais expostos a DEX no periodo pré-
natal se comporta de maneira transiente e sexo-dependente ao longo da vida. Chou e
colaboradores (2017) demonstraram que na primeira semana pods-natal, o peso de ratos
machos que foram expostos a DEX ¢ reduzido, contudo o padrao de peso muda conforme
os animais vao envelhecendo. Aos 120 dias, por exemplo, o peso dos animais ja &
comparavel entre os grupos, enquanto aos 180 dias os animais DEX apresentam maior
peso corporal. Isso demonstra possiveis efeitos obesogénicos da exposi¢do pré-natal aos
GC. Por outro lado, Hsu e colaboradores (2018) demonstraram que machos expostos a
DEX no periodo gestacional, ndo apresentam diferenca no peso corporal aos 120 dias de
vida, contudo fémeas apresentam menor peso quando comparadas ao seu respectivo

grupo controle.

Nossos dados mostram que a exposi¢do pré-natal a DEX promove um padrao
diferente de mudangas no peso corporal durante a vida adulta entre machos e fémeas.
Enquanto machos expostos a DEX pré-natal foram mais leves que os animais do grupo
CTL durante todo periodo experimental, fémeas tiveram um peso similar ao grupo CTL
ap6s 6 meses de idade, at¢ o fim dos experimentos. A redu¢do no peso dos
compartimentos de gordura omental e perigonadal, podem explicar, pelo menos em parte,
a redugdo de peso nos machos expostos a DEX no periodo pré-natal. Embora alguns
estudos mostrem que ocorre uma recuperacao no peso de machos e fémeas exposto a
DEX pré-natal (Tsai et al. 2019), no6s observamos essa recuperagao apenas em fémeas
apds o 6° més pos-natal. A reducdo de peso nas proles, tanto em machos quanto em
fémeas ¢ corroborada por outros estudos que submeteram roedores gestantes a altas
concentragdes de GC, como estresse de restri¢ao, restri¢gao alimentar ou administragao

pré-natal de DEX. (Valtat et al., 2011; Liu et al. 2012; Slotkin et al. 2013).
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Ainda sobre as alteracdes no peso corporal, os resultados do presente estudo
mostraram que a administragdo materna com VD ndo afeta o peso corporal de fémeas,
contudo pode estar relacionada a uma reducdo tardia desse pardmetro em machos
expostos a DEX pré-natal. Além disso, a combinacao de VD e DEX pré-natal, reduziu o
conteudo total de tecido adiposo, o que pode explicar parcialmente a redu¢ao no peso
corporal em machos com 12 meses de idade. Embora ndo tenhamos avaliado a ingesta
alimentar, Farhangi e colaboradores (2017), mostraram que a administragdo com VD
reduz a ingesta alimentar, e que isso esta relacionado com a reducao de BDNF (brain
derived neurotropic fator). O BDNF ¢ reconhecido como um dos principais fatores
envolvidos no controle da ingestdo alimentar (Rosa-Vargas, 2011) e parece que a VD
reduz a sua expressdo e assim regula a ingestdo alimentar (Pozzi, Frajese GV e Frajese
G; Farhangi et al., 2017). Adicionalmente, parece haver uma relacdo entre VD e as
concentragdes de leptina, uma vez que camundongos knockout para la-hidroxilase
apresentam menores concentracdes de leptina e elevada ingesta alimentar quando

comparados a linhagem selvagem. (Narvaez et al. 2009).

5.2.Parametros metabolicos

Consistente com estudos anteriores, a administracdo de DEX no terco final da
gestagdo ndo induz intolerancia a glicose na prole at¢é 6 meses de idade,
independentemente do sexo (Drake et al. 2010; Payolla et al. 2019). No entanto, quando
avaliamos, no presente estudo, os efeitos a longo prazo da programacao fetal induzida
pela DEX, aos 12 meses de idade, machos e fémeas desenvolveram intolerancia a glicose.
Este dado sugere que o desenvolvimento da intolerdncia a glicose no contexto da
exposi¢do pré-natal a DEX pode estar associado a fatores relacionados ao processo de
envelhecimento. De fato, a exposi¢do ao estresse durante a gestacao induz intolerancia a
glicose em machos idosos, com 24 meses (Lesage et al. 2004). Ainda, a administragdo de
DEX em roedores jovens induz intolerancia a glicose em machos com 3 e 12 meses,
enquanto em fémeas essa alteracdo ¢ vista apenas com 12 meses de idade (dos Santos et

al. 2014).

Ainda, nossos dados mostram que a administragdo gestacional com VD ndo
promoveu efeito significativo sobre a tolerancia a glicose, bem como ndo teve efeito
protetor contra a intolerancia a glicose desenvolvida nos animais expostos a DEX no

periodo pré-natal. Com relacdo aos efeitos da VD sobre a tolerancia a glicose, alguns



72

estudos demonstram que ndo ha efeitos sobre a glicemia e resisténcia a insulina em
pacientes com diabetes tipo 2 (Witham et al. 2010), bem como em pacientes que nao
apresentam alteragdes na homeostase glicémica de (Pittas et al. 2007; Boer et al. 2008).
Por outro lado, estudos randomizados mostraram que a administragdo com VD melhorou
a funcdo de células beta pancreaticas (Mitri et al. 2011) e o controle glicémico em
pacientes com diabetes tipo 2 (Strobel et al. 2014). Desse modo, os efeitos benéficos da
administracio com VD sobre a homeostase glicémica ainda precisa de maiores

investigacoes.

No presente estudo, a administragdo pré-natal de DEX causou diminuicdo na
sensibilidade a insulina e aumento no conteudo de triglicerideo hepatico seletivamente
em machos. Resisténcia a insulina tem sido previamente evidenciada em machos com 40
dias de idade, nascidos de maes submetidas ao tratamento com DEX durante a gestacdo
(Buhl el at. 2007). Parte dos mecanismos responsaveis pela ocorréncia disso, ¢ o aumento
na atividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e resisténcia hepatica a insulina ap6s
exposicao fetal a DEX. Estes fatos podem estar associados ou com a redugdao na
supressao da expressdo de PEPCK hepética, mediada pela insulina (Buhl el at. 2007), que
acarreta no aumento na sintese hepatica de glicose via gliconeogénese, ou a diminui¢do

na captacao muscular de glicose mediada pela insulina (Buhl et al. 2010).

O aumento na quantidade de lipidios hepaticos est4 relacionado com a propria
resisténcia a insulina (para revisdo ver Perry et al. 2010). Brevemente, o aumento no
conteudo de diacilglicerol hepatico causa ativagdo da proteina cinase Ce (PKCg),
resultando em inibicdo da via de sinalizacdo mediada pela insulina. Consequentemente,
ha reduc¢do na sintese de glicogénio e aumento na sintese de glicose via gliconeogénese.
Alternativamente, pode-se supor que a resisténcia a insulina mostrada no nosso estudo
pode estar associada com um perfil inflamatorio. De fato, a exposi¢cdo pré-natal a DEX
aumenta a expressao génica, no tecido adiposo, de marcadores inflamatoérios e aumenta
as concentragdes plasmaticas de interleucina 6 (IL6), IL1/, fator de necrose tumoral alfa,
bem como a concentracao de acidos graxos livres no plasma, em machos e fémeas aos 6
meses de idade (Wyrwoll et al. 2008; Mark et al 2014). A elevacao de citocinas pro-
inflamatorias estd associada com aumento na lipolise e consequente aumento nas
concentragdes de acidos graxos livres (Evans e Williamson, 1991; Wyrwoll et al. 2008).

Esses dados sugerem que o aumento na concentragao plasmatica de acidos graxos livres,



73

encontrado em ratos machos expostos no periodo pré-natal a DEX, pode estar, pelo menos
em parte, contribuindo para o aumento no contedo hepatico de triglicerideos e

consequente resisténcia a insulina vista em nosso trabalho

Os presentes dados mostraram que a administragdo gestacional com VD, foi capaz
de melhorar a sensibilidade a insulina e reduzir o acimulo de triglicerideos hepaticos em
machos expostos a DEX durante o periodo pré-natal. Embora ndo tenhamos mensurado
a concentracao plasmatica de VD nos animais experimentais, a concentracdo de calcio
plasmatico foi aumentada em machos e fémeas nascidos de maes que receberam VD, o
que pode estar indiretamente associado com elevagdes na concentracdo plasmatica de
VD. A administra¢do de calcitriol, a forma biologicamente ativa da VD, resulta em
supressdo na expressdo de genes relacionados a lipogénese hepatica, reducdo de
marcadores pro-inflamatorios, bem como esta associada a redugao no acimulo de lipidios
hepaticos em camundongos. (Kong et al. 2014; Li et al. 2017). Além disso, a
administracdo de VD esta relacionada, in vitro e in vivo, com a redugdo na expressao de
marcadores inflamatorios no tecido adiposo, (Gonzalez-Molero et al. 2013; Landrier et
al.2016) e promove infra-regulacdo na expressao e producdo de IL-1f3, TNF- a and IL-6
(Giulietti et al. 2007; Neve et al. 2013). Os efeitos protetores da administragao gestacional
com VD aqui encontrados, atenuando a resisténcia a insulina, podem estar relacionados
a uma reducdo no acimulo de triglicerideos hepaticos e reducgao no perfil inflamatorio.

com

Os mecanismos subjacentes a essas alteragdes metabolicas ainda permanecem
incertos. J4 se sabe que a exposicdo pré-natal a DEX pode causar redu¢do na expressao
de pancreatic and duodenal homeobox factor-1 (PDX-1), um fator de transcrigdo
essencial para o desenvolvimento e funcao das células B (Chen et al. 2017). Além disso,
o neuronal differentiation 1 (Neuro d1) e o paired box gene 6 (PAX-6), dois importantes
reguladores do desenvolvimento das células B pancredticas, sdo modificados pela

exposi¢do pré-natal a DEX (Chen et al. 2017).

Altas concentracdes de GC durante o ter¢o final da gestacdo promovem
consequéncias para o crescimento do feto e, particularmente para o desenvolvimento do
pancreas endocrino. O padrdo de alteragdes no desenvolvimento do pancreas durante
exposicao aos GC parece mudar de acordo com a idade. Dumortier e colaboradores

(2011), mostraram que a administracio de DEX no terco final da gestacdo promove
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redu¢do na massa de células f no feto no ultimo dia de gestacdo. No mesmo sentido, a
administracdo de dexametasona no tergo final da gestacdo promove reducdo na massa de
célula beta pancredticas no terceiro dia pos-natal (Santos-Silva et al. 2020) Outro estudo
mostrou reducdo na porcentagem de ilhotas pancredticas e diminui¢do no conteudo
pancreatico de insulina em machos com 7 dias de idade (Somm et al. 2012).Ainda, quando
a andlise ¢ feita durante a vida adulta, aos 120 dias, a administracdo pré-natal de DEX
também promove redugdo na massa de células B pancreéticas em ratos machos (Chen et
al. 2017). Contudo, nossos dados demonstraram um aumento na massa de células  nos
ratos nascidos de maes expostas a DEX no ter¢o final da gestag¢do, quando analisados aos
6 ¢ 12 meses de idade. Portanto, confirmam a ideia de que o padrdo de alteragdes no

desenvolvimento do pancreas exposto a DEX depende da idade em que este ¢ avaliado.

O aumento na massa de células B pode estar relacionado com aumento na
insulinemia, uma vez que a glicemia de jejum foi similar entre os grupos experimentais,
inclusive aqueles que apresentaram resisténcia a insulina. Altas doses de DEX em ratos
adultos promove resisténcia a insulina e aumento na massa de células B, ¢ os autores
sugerem um papel mitogénico para a insulina por promover proliferacdo de células B in
vivo e participar na via de sinalizagdo mediada pela PI3 cinase e PDX-1, uma vez que
essas proteina estdo aumentadas em animais submetidos ao tratamento com DEX

(Rafacho et al. 2009).

Nossos dados mostraram um efeito protetor da VD sobre a resisténcia a insulina
e expansdo de células B induzidos pela exposicdo pré-natal a DEX em machos. Os
mecanismos envolvidos nessa protecdo permanecem incertos. Contudo, gestantes
submetidas a uma dieta desprovida de VD apresentam comprometimento no
desenvolvimento do pancreas endocrino de camundongos, causando alteragdes
estruturais e consequentemente, alteracdo na via de sinalizagdo mediada pela insulina
(Maia-Ceciliano et al. 2016). Essas alteragdes encontradas foram relacionadas com
redu¢@o nos niveis de insulina, PDX-1 substrato para o receptor de insulina do tipo 1,
fofatidilinositol 3 cinase, transportador de glicose do tipo 2 e glicocinase, bem como
redugdo na massa de células B em machos com 3 meses de idade (Maia-Ceciliano et al.
2016). Nossos dados mostram que o aumento no contetido de triglicerideos hepatico
podem estar relacionados com a resisténcia a insulina e, consequentemente a expansao na

massa de células B. Ainda, nesse contexto, foi interessante notar que a administracdo
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maternal com VD teve um efeito protetor, pois foi capaz de prevenir essas alteragdes

metabolicas induzidas pela DEX pré-natal em machos com 6 e 12 meses pos-natal.

Viérios estudos associam o status de VD e a homeostase glicEémica. A secrecao de
insulina ¢ prejudicada em modelos animais de deficiéncia de VD, que esté relacionada a
reducgdo intracelular de calcio (Norman et al. 1980). Além disso, varia¢des alélicas nos
genes que codificam o VDR estao relacionadas com intolerancia a glicose e diminuigao
na secrecao de insulina (Palomer et al. 2008), confirmando um papel direto da VD na
homeostase glicEémica. Estudos in vitro também mostram que a VD aumenta a expressao
génica do transportador de glicose do tipo 4 e aumenta a utilizagdo de glicose (Manna e
Jain, 2012). O presente trabalho mostrou que a administragdo gestacional com VD nao
teve influéncia sobre a tolerdncia a glicose e nem protegeu os animais contra a
intolerancia a glicose induzida pela DEX pré-natal. Contudo, a administracdo materna

com VD foi capaz de atenuar a resisténcia a insulina em machos.

Em uma perspectiva metabolica, nds evidenciamos nesse trabalho, que machos
sd0 mais suscetiveis que fémeas aos danos causados pela DEX pré-natal, especificamente
considerando a reducdo na sensibilidade a insulina e aumento do conteudo de lipidios
hepaticos. A protecdo contra a programacgdo fetal induzida pela DEX em fémeas
geralmente estd relacionada aos efeitos dos esteroides sexuais femininos. De fato, o
estrogeno previne a resisténcia a insulina induzida por dieta obesogénica por aumentar o
indice de utilizagdo de glicose mediada pela insulina no tecido adiposo subcutaneo e
ovariano, tecido adiposo marrom e musculo esquelético. (Riant et al. 2009). Do mesmo
modo, o estradiol regula a despolarizagdo e influxo de célcio nas células  pancreaticas
(Alonso-Magdalena et al., 2006), além de inibir o canal de potassio dependente de ATP
nessas c€lulas (Nadal et al., 2009), o que pode levar ao aumento na secreg¢do de insulina.
Além disso, o estradiol promove protecdo contra o acimulo de lipidios hepaticos e
esteatose hepatica m camundongos submetidos a dieta obesogénica (Bryzgalova et al.

2008).

Sumarizando os resultados relacionados ao metabolismo, nosso estudo sugere que
as alteragdes metabolicas induzidas pela administragdo de DEX no terco final da gestagdo
em ratos sdo dependentes da idade e do sexo. Os resultados observados foram vistos mais
tardiamente na vida adulta e as fémeas foram mais resilientes a programacao fetal que os

machos. Noés também demonstramos, pela primeira vez, um efeito protetor da
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administracao gestacional com VD, atenuando a resisténcia a insulina ¢ o acimulo de

lipidio hepatico induzidos pela exposi¢do pré-natal a DEX.
5.3. Parametros comportamentais

Referente aos resultados relacionados ao comportamento do tipo ansioso, nosso
trabalho mostrou que tanto machos quanto fémeas sdo suscetiveis ao efeito ansiolitico
transitério da programacao fetal induzida pela DEX. De modo geral, a exposi¢ao pré-
natal a8 DEX promoveu redugdo no comportamento do tipo ansioso em machos e fémeas
estudados aos 3 meses de idade, avaliado pelo teste de LCE, mas nao aos 6 e 12 meses.
Ao contrario do que foi observado no 3° més pds-natal, no 6 més o tratamento pré-natal
com DEX causou aumento no comportamento do tipo ansioso, avaliado através do teste
de campo aberto, tanto em machos quanto em fémeas. No entanto, quando os animais
foram avaliados no 12° més pds-natal, o comportamento do tipo ansioso desaparece,
porém os resultados o LCE e do CA mostram que, em fémeas, a exposi¢do pré-natal a

DEX impede o efeito ansiolitico causado pela administra¢do gestacional com VD.

O efeito ansiolitico da programacdo fetal induzido pela DEX no LCE ¢
corroborado por dados de Velisek (2006) que mostrou um efeito ansiolitico da exposi¢do
pré-natal a betametasona em machos e fémeas avaliados no 20° dia pds-natal, sugerindo
que esse efeito pode ser devido em parte ao aumento na expressao hipocampal do
neuropeptideo Y, um potente fator ansiolitico (Heilig, 2004). Além disso, a exposi¢do
pré-natal ao estresse de restricdo durante o ter¢o médio e terco final da gestacdo,
promoveu redu¢do do comportamento do tipo ansioso em fémeas estudadas aos 3 meses
de idade, enquanto machos tiveram resposta oposta (Zuena et al., 2008). Contudo, esses
efeitos parecem ser transitorios, dado que o efeito ansiolitico da exposi¢do pré-natal a

DEX desaparece nos animais avaliados aos 6 e 12 meses de idade.

Nossos dados mostraram que, ao contrario do que foi visto aos 3 meses de idade,
machos e fémeas expostos a DEX no periodo pré-natal e avaliados no 6° més pds-natal
tiveram aumento do comportamento do tipo ansioso, visto pelos resultados do teste de
campo aberto. E importante ressaltar que as medidas para ansiedade registradas em
diferentes testes para ansiedade, se distribuem em diferentes fatores, demonstrando assim

que os diferentes testes avaliam diferentes tipos de ansiedade. Sendo assim, os dados que
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se mostraram contrarios no presente trabalho, podem ser devido a diferenca intrinseca de

cada teste (File e Pellow, 1985; Belzung e Le Pape, 1994).

Interessantemente, a administragdo gestacional com VD foi capaz de atenuar
esse comportamento tanto em machos quanto em fémeas, mostrando-se como um
possivel agente neuro protetor. J4 tem sido demonstrado que a administracao de DEX
durante o terco final da gestacdo promove aumento do comportamento do tipo ansioso
em machos avaliados na décima semana po6s-natal (Nagano, Ozawa e Suzuki, 2008). Esse
efeito também foi observado no teste de campo aberto em machos avaliados no sexto més
poOs-natal e parece estar associado com o aumento na expressao de mRNA para CRH na
amigdala (Welberg, Seckl e Holmes, 2001). Ainda, outro estudo demonstrou que em
machos, mas ndo em fémeas, no sexto més de idade, ha reducdo na porcentagem de
entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz eclevado, indicando maior
susceptibilidade dos machos aos efeitos ansiogénicos da exposi¢do pré-natal a DEX
(Hossain et al., 2008). Além dos estudos experimentais, evidéncias clinicas também
sugerem que a exposi¢do pré-natal a glicocorticoides ou estresse modificam os padrdes
comportamentais da prole causando ansiedade. (Weinstock, 2008; Kinsella ¢ Monk,

2009).

Além da participacao do eixo HHA, alguns estudos sugerem que a exposi¢ao pré-
natal aos GC ou estresse também alteram o sistema glutamatérgico. O estresse pré-natal
promove aumento na concentragdo hipocampal de glutamato, bem como aumento na
expressdo dos niveis proteicos do receptor NMDA, transportadores de aminoécidos
excitatorios e aumento na liberacdo de glutamato no hipocampo e cortex pré-frontal (Jia
et al., 2009; Guan et al.,2013). Além disso, Cao e colaboradores (2018) mostraram que o
estresse pré-natal leva a um aumento no comportamento do tipo ansioso, visto pelo teste
de campo aberto, e estd associado com o aumento na expressdo de mondomeros
responsaveis pela formacao do complexo SNARE, responsavel pelo ancoramento e
exocitose das vesiculas de glutamato, no hipocampo e no cortex pré-frontal de machos e

fémeas com 60 dias de idade.

Outro possivel alvo para os efeitos da programacao fetal induzida pela DEX, ¢ o
sistema serotonérgico. A administragdo de DEX no terco final da gestagdo causa aumento
no comportamento do tipo ansioso e depressivo seletivamente em fémeas avaliadas no

60° dia pos-natal, e essas alteragdes estdo associados com reducdo na expressdo de
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triptofano hidroxilase (TPH), enzima essencial e limitante no processo de sintese da
serotonina no nucleo dorsal da rafe (Hiroi et al., 2016). Consistente com Hiroi e
colaboradores (2016), um estudo realizado em nosso laboratério (Gregorio et al., 2020-
dados ndo publicados), mostra que a exposi¢cdo pré-natal a DEX causa diminui¢ao na
expressao de TPH e SHTia, um receptor inibitério no metabolismo serotonérgico, no
nucleo dorsal da rafe em fémeas avaliadas no 6° més pés-natal. Além disso, a exposi¢ao
a DEX no ter¢o final da gestacdo promove aumento na porcentagem de ligacdo da
serotonina com o receptor SHT1a € aumento na porcentagem de ligagao de serotonina ao
seu transportador, no coértex de machos avaliados aos 60 dias de idade (Slotkin et al.,

2006).

Nagano e colaboradores (2012) também evidenciaram que a exposi¢ao pré-natal
a DEX promove redugdo de mRNA para o receptor SHTia no cortex pré-frontal de
machos avaliados na 4° ¢ 10° semana pds-natal, bem como redugdo na concentracao de
BDNF na 4° semana poés-natal. Esses dados foram associados com aumento no
comportamento do tipo ansioso avaliado pelo teste de campo aberto e pelo teste da caixa
claro/escuro. A ativagao dos receptores SHTia estd associada com a inibi¢ao do
comportamento do tipo ansioso (Wang et al., 2009) e alguns estudos sugerem que esse
receptor no hipocampo possui importantes fungdes no alivio de sintomas depressivos
relacionados ao estresse traumatico (Sarnyai et al, 2000; Burke et al., 2013). Desse modo,
o comportamento do tipo ansioso induzido pela DEX pré-natal, visto em nosso trabalho,
pode estar relacionado, pelo menos em partes, com alteracdes no sistema serotonérgico

e/ou glutamatérgico, dado as evidéncias encontradas na literatura.

Ainda com relagdo aos parametros envolvidos no comportamento do tipo ansioso,
nosso trabalho mostrou que a administracdo gestacional com VD atenuou o
comportamento do tipo ansioso induzido pela DEX em machos e fémeas avaliados aos 6
meses de idade. Ha poucos trabalhos que associam o status de VD materna com ansiedade
da prole da vida adulta. Recentemente demonstrou-se que a administracao de VD no 15°
dia da gestacado, periodo critico para o desenvolvimento do sistema limbico, ndo produz

altera¢des no comportamento do tipo ansioso na prole adulta (Vuillermot., 2017).

Por outro lado, um estudo demonstrou que uma dieta enriquecida com VD
promove redu¢do do comportamento do tipo ansioso quando comparado a um grupo que

estava recebendo dieta deficiente em VD (Pan et al., 2012). Além disso, os mesmos
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autores mostraram que a elevacao na quantidade de VD consumida pelas maes esta
associada com o aumento de calcio e VD plasmaticos na prole. No nosso trabalho ndo foi
possivel fazer a dosagem de VD na prole, contudo houve um aumento na concentragao
de célcio plasmatico nos grupos que nasceram de maes administradas com VD,
mostrando que, talvez, os efeitos neuro protetores da VD sejam causados por um aumento

de VD plasmatica na prole.

Nesse sentido, a literatura mostra possiveis influéncias da VD na modulacao do
sistema serotonérgico. Um estudo recente identificou a presenca de elementos
responsivos a VD (VDRESs) no gene que codifica a expressao de TPH», sendo que a
ligacdao da VD promove a ativagao na expressao desse gene (Patrick e Ames, 2014). Além
disso, a administra¢do cronica de calcitriol, promove aumento na quantidade relativa de
VDR, nos niveis de mRNA para TPH> bem como aumento na concentracao de diversos
neutransmissores como glutamato, GABA e glicina no cortex pré-frontal de ratos (Jiang
et al. 2014). Um estudo in vitro demonstrou que o calcitriol induz o aumento na expressao
de TPH» em células da rafe em ratos (Kaneko et al., 2015). Ainda no que diz respeito ao
envolvimento da VD no sistema serotonérgico, um estudo recente mostrou, in vitro, que
o calcitriol promove redugdo nos niveis de mRNA para o transportador de recaptacao de
serotonina (SERT) bem como diminui¢do de mRNA para MAO-A, enzima predominante

no catabolismo da serotonina (Marya et al., 2018).

Sendo assim, a VD ndo s6 induz a sintese de serotonina, mas também participa da
manutencdo dos niveis extracelulares de serotonina por diminuir SERT e MAO-A. Dados
que podem explicar, pelo menos em parte, o efeito neuro protetor da VD no contexto do
comportamento do tipo ansioso induzido pela programacao fetal pela DEX visto em nosso

trabalho.

No que tange a memoria de trabalho avaliada pelo teste de reconhecimento de
objetos, nosso trabalho mostrou que apenas machos foram sensiveis as alteracdes
provocadas pela programacao fetal pela DEX ou pela administracao gestacional com VD.
Quando avaliados no 3° més pds-natal, o tratamento pré-natal com DEX promoveu
melhora na memoria de longo prazo, representada pelo aumento do IR. Além disso,
quando provenientes de maes que receberam concomitantemente a administragdo
gestacional com VD e o tratamento com DEX, esse parametro foi normalizado. Esse

efeito apresenta transitoriedade, ja que ndao houve melhora na cogni¢do induzida pela
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exposicao a DEX pré-natal no 6° e 12° més pods-natal. Contudo, aos 12 meses foi a
administracdo gestacional com VD que promoveu melhora na memoria de curto prazo

em machos. Entretanto, esse efeito foi suprimido pela exposi¢ao pré-natal a DEX.

Memoria de trabalho se refere a capacidade de armazenar informagdes para
executar agdes por um curto periodo de tempo e pode ser dividida em trés componentes
principais: o centro executivo e dois subsistemas especializados no processamento e
manipulacdo de informagdes, o sistema verbal e o espaco-visual (para revisdo ver:
Baddeley, 1992). Em humanos, baixas doses de DEX administrada no primeiro trimestre
da gestacdo, resultam em prejuizo na memoria de curto prazo, mas sem alteragdes na
memoria de longo prazo (Hirvikoski ef al., 2007). Ainda, Wallensteen e colaboradores
(2016) demonstraram que meninas sao mais suscetiveis que meninos, as a¢des da DEX
administrada no primeiro trimestre da gestacdo quando a memoria de trabalho foi
avaliada. Essa diferenca pode ser atribuida a maior densidade de GR encontrada no

cérebro feminino quando comparada ao masculino (Hill, Laird e Robinson, 2014).

Contudo nossos dados mostraram maior susceptibilidade de machos aos efeitos
da DEX pré-natal, e essa diferenga pode estar relacionada com a dose de DEX ¢ ao
periodo de administragao. Nos trabalhos citados acima, a dose de DEX foi mais baixa do
que a utilizada no presente estudo, seguindo as recomendagdes para o tratamento de
hiperplasia adrenal congénita. Ainda, a administrag@o foi realizada no primeiro trimestre
da gestagdo, enquanto no nosso trabalho a dose de DEX foi maior e a administracdo foi

feita no ultimo trimestre de gestagao.

O periodo em que a prole ¢ avaliada também deve ser levado em consideracao. A
administracdo de DEX no terco final da gestagcdo ndo altera, por exemplo, a memoria de
trabalho de machos e fémeas avaliados precocemente na 9° semana ap6s o parto (Levin
etal.,2014). Além disso, j4 foi demonstrado que machos expostos a DEX no periodo pré-
natal apresentam alteracdo na morfologia hipocampal e reducao na expressdao de mRNA
para GAD1 (do inglés glutamic acid decarboxylase no hipocampo aos 120 dias de vida
(Lui et al., 2015). Sabe-se que alteracdes na transmissao glutamatérgica podem contribuir
para alteragdes comportamentais e cognitivas (Guidotti et al., 2005), levando a alteragdes
no que diz respeito a memoria de trabalho. Uma possivel alteracdo na neurotransmissao
mediada pelo glutamato, pode estar associada com os efeitos causados pela DEX pré-

natal em nosso estudo.
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A VD possui agodes intacrinas no sistema nervoso central (Eyles ef al., 2003) além
de terem sido reportadas agdes neuro protetoras e antioxidantes em neurdnios de humanos
(Kalueff e Tuohimaa, 2007; Liu e Hewison, 2012) e de roedores (O Loan et al., 2007).
No contexto gestacional, a deficiéncia de VD em humanos ndo altera as fungdes
cognitivas da prole durante a infancia e adolescéncia (Veena et al., 2017). Em animais a
administracdo de VD ndo altera comportamentos relacionados a ansiedade, interacdo

social e memoria de ratos avaliados no 49° dia pos-natal (Vuillermot et al., 2017).

A reversdo, pela VD, na melhora induzida pela exposi¢ao pré-natal a DEX, na
memoria de machos com 3 meses pode estar relacionada as agdes da DEX e da VD na
barreira hemato-encefalica (BHE). Em camundongos, a administragdo de DEX durante a
gestacdo promove reducdo na integridade da BHE na prole masculina de camundongos
(Frahm e Tobet, 2015), enquanto a deficiéncia de VD aumenta os danos a integridade da

BHE depois de um quadro de isquemia cerebral (Sayeed et al., 2019).

A integridade da BHE depende do controle intacto do metabolismo da glicose
(Muneer et al. 2011) que requer, entre outros fatores, a presenca do transportador de
glicose GLUT1 na BHE. A VD promove aumento na expressdao de GLUT1 e por isso
efeitos antidiabéticos t€m sido atribuidos a ela, (Tamilselvan et al. 2013). No presente
trabalho demonstramos que machos expostos a DEX no periodo pré-natal apresentam
menor sensibilidade a insulina e esse quadro € prevenido quando houve a administragao
gestacional com VD. Isso suporta a ideia de que o status de VD possa ter contribuido para
a reversao comportamental induzida pela exposi¢do pré-natal a DEX em machos,
podendo estar envolvida com a regulacdo do metabolismo da glicose na BHE,

especificamente, com a regulacdo do GLUTI.

Em uma perspectiva comportamental, podemos concluir que a administragao pré-
natal com DEX promove efeitos deletérios, principalmente no que diz respeito ao
comportamento do tipo ansioso em machos e fémeas. Além disso, a administragdo
gestacional com VD possui um efeito neuro protetor, ndo apenas por ser capaz de impedir
as acdes causadas pela DEX, mas também por promover redu¢do no comportamento do
tipo ansioso seletivamente em fémeas com 12 meses de idade e também melhorar a

retencdo de memdria de curto prazo seletivamente em machos com 12 meses.
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6. CONCLUSAO

Sendo assim, nossos dados sugerem que as alteragdes metabolicas e
comportamentais induzidas pela administragdo pré-natal de DEX em ratos ¢ dependente
da idade e do sexo dos animais. No contexto metabdlico os efeitos epigenéticos da DEX
ocorrem mais tardiamente na vida adulta e fémeas sdo mais resilientes a estes efeitos.
Além disso, evidenciamos pela primeira vez, um papel protetor da administracao
gestacional com VD sobre a homeostase glicémica, em machos expostos a DEX pré-natal.
No contexto comportamental, machos e fémeas parecem ser igualmente suscetiveis tanto
aos efeitos da DEX pré-natal quanto ao efeito neuro protetor da VD pré-natal. Os
mecanismos moleculares subjacentes a essa acao protetora da VD ainda precisam de mais
investigacdes. A elucidacdo desses mecanismos contribuird para o uso da VD durante a
gestacdo como uma ferramenta terapéutica potencial para tratar mulheres que necessitam

da terapia com GC durante a gestacao.
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8. ANEXO

8.1.Certificado de aprovacio CEUA-UFSC

Universidade Federal
de Santa Catarina

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo dos efeitos da administracdo de dexametasona durante a gravidez sobre a cognigao,
o comportamento e metabolismo energético de ratas Wistar e suas proles. ", protocolada sob o CEUA n? 7174170417, sob a
responsabilidade de Fernanda Barbosa Lima Christian e equipe; Flaviano Lorenzon - gue envolve a produgdo, manutencao efou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto 0 homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 05/06/2017.

We certify that the proposal "Study of the effects of dexamethasone used during pregnancy on cognition, behavior and metabolism
of Wistar female rats and their offsprings.”, utilizing 370 Heterogenics rats (males and females), protocol number CEUA
7174170417, under the responsibility of Fernanda Barbosa Lima Christian and team; Flaviano Lorenzon - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of 06/05/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 06/2017 a 06/2021 Area: Ciéncias Fisioldgicas

Origem: Biotério Central

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas  idade: 1a 2 meses N: 370
Linhagem: Wistar Peso:  100a200g

Resumo: Os glicocorticoides (GCs) sdo hormdnios importantes para o desenvolvimento fetal, além de participarem da homeostase
glicémica e da resposta adequada ao estresse ao longo da vida. Porém, seu uso na clinica como droga anti-inflamatéria e
imunossupressora tem provocado efeitos colaterais que incluem alteragdes do metabolismo que podem levar a sindrome
metabdlica, bem como a deencas cardiovasculares, osteoporose e transtornos psiquicos. A exposicdo pré-natal a concentragbes
elevadas de GC tem efeitos deletérios na prole, podendo leva-los & morte, ou, em caso de sobrevivéncia, a danos metabdlicos e
neurais que repercutem em diversas dreas na vida adulta. A vitamina D tem sido sugerida como um tratamento coadjuvante para
amenizar os efeitos colaterais dos glicocorticoides, principalmente no que tange a osteoporose, visto a sua participagdo na
homeostase do célcio e fésforo. Recentemente a vitamina D tem sido sugerida como um horménio pluripotente com atividade em
diversos sistemas, incluindo o sistema nervoso central, participando inclusive no desenvolvimento do cérebro fetal. A deficiéncia de
vitamina D esta se tornando cada vez mais frequente em mulheres em idade reprodutiva. Por um lado, poucos alimentos contém
quantidades adequadas ou sao suplementados com vitamina D para suprir as necessidades dietéticas diarias. Por outro as altas
taxas de incidéncia de tumores cuténeos devido a alta exposigao solar tém levado a comportamentos de evitar a exposicdo ao sol
e ao uso de filtros de prote¢do solar. Com isso, a sintese enddgena de vitamina D é prejudicada, contribuindo para deficiéncia da
mesma. Os conhecidos efeitos deletérios dos glicocorticoides administrados na gravidez levam a prole a desenvolver desordens
metabdlicas similares aguelas encontradas na diabete e obesidade, bern como levam a méae a desenvolver desordens psiguicas
que podem interferir nas funcdes cognitivas, afetando o cuidado com a prole e levando as neuropatias associadas. Nos
hipotetizamos que a suplementacdo de vitamin D durante a gravidez de ratas expostas a altas doses de dexametasona, uma droga
com potente acdo glicocorticdide, podera reverter, ou ao menos atenuar os efeitos deletérios dos glicocorticoides tanto nas
gestantes quanto na prole de ratos Wistar. Nossa proposta visa estudar ainda se a prole apresenta diferencas sexuais na
susceptibilidade aos efeitos da dexametasona e ou nas respostas a intervengdo com vitamin D. O trabalho serd realizado com ratas
Wistar com 70-150 dias e machos adultos para o protocolo de acasalamento (com duracdo de 6 dias). Parte das fémeas prenhes
receberdo suplementacao de vitamina D via oral, por gavagem (15 Ul) durante todo o periodo gestacional efou dexametasona nas
doses de 0,1 e 0,2 mg/kg na da dgua de beber, entre o 142 e 192 dia de gestagdo. Apds o parto, as fémeas serdo submetidas aos
seguinte testes comportamentais: teste de comportamento materno, onde serdo avaliados a condugdo dos filhotes até o ninho,
amamentacdo e ato de lamber os filhotes; teste do ninho, onde o grau de complexidade do ninho construido sera avaliado; labirinto
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reconhecimento de objetos, para avaliacdo da cognigdo e memdria dos animais. As proles serdo avaliadas desde o periodo pré-
natal com relagdo a parametros de desenvolvimento neural, testes comportamentais como os aplicados nas maes, bem como
dados murinométricos e parametros metabdlicos tais como niveis plasmaticos de glicose e triacilglicerol, conteddo de gordura
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hepatica, tolerancia a insulina, massa de células ? pancreaticas e massas absoluta e relativa de drgdos metabdlicos.

Local do experimento: CFS-CCB-UFSC, (na ala antiga do CCB, no antigo prédio da Técnica Operatério) com aproximadamente 6 m2
cada sala de animais.

Floriandpolis, 05 de junho de 2017
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